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RESUMO

VIEIRA-FILHO, C.H.C. Caracterizacio da resposta inflamatéria e correlacio da
expressio do MiTF e p38MAPK com fatores prognosticos nos melanomas caninos. 2019.
84p. Tese (Doutor em Ciéncia Animal nos Trépicos) — Escola de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — Universidade Federal da Bahia, 2019.

O infiltrado inflamatorio linfocitico associado ao melanoma vem sendo estudado ao longo dos
anos na medicina como possivel fator prognostico desse tumor altamente agressivo, porém esta
avaliacdo ainda ndo é muito bem descrita nos melanomas caninos. Desta forma este estudo
caracteriza a resposta inflamatoria associada aos melanomas caninos nos diferentes sitios
anatomicos (boca, digito e pele) e verificar a expressdo e correlagdo do MiTF e da p38MAPK
com fatores prognoésticos e a sobrevida. Foram estudados 117 melanomas classificados com
base na sua localizagdo em dois grupos: melanomas localizados na cavidade oral/digitos (n=74)
e melanomas cutaneos (N=43), os quais foram submetidos a analise morfologica e morfométrica
das células inflamatorias e avaliacao clinico-patoldgica sistematica, além da avaliacdo da taxa
de sobrevida e a populagio de linfocitos CD4* e FoXP3* nos tumores orais/digitos. A partir
desses parametros, foi observado que os tumores orais/digitos estavam associados com
caracteristicas patologicas relacionadas ao pior progndstico como o tamanho, indice mitdtico,
tipo histologico, atipia nuclear e a presenga de metastase. A inflamagao esteve mais presente
nos tumores orais/digitos, porém discreta, quando comparado ao grupo dos melanomas
cutaneos, sendo os linfocitos o tipo celular predominante, com maior populagdo de células
CD4" e FoxP3* observada nos animais com maiores dimensdes e maior expressio de MiTF.
MiITF e p38 MAPK foi menos expressa nos melanomas orais / digitos, em especial nos maiores
de 2,0 cm, sem a presenga do TIL e associadas a menor sobrevida. A analise multivariada
mostrou que a presenga do infiltrado linfocitico foi um fator prognostico independente, tendo
correlagdo com a taxa de sobrevida. A ndo expressdo do MiTF e p38 MAPK em conjunto com a
maior populagédo de linfocitos CD4" e FoxP3" foi associada aos melanomas da cavidade oral /
digito, fornecendo importantes ferramentas alternativas no estabelecimento de possiveis fatores
progndsticos.

Palavras-chave: cies, linfocitos, neoplasia melanocitica, microambiente tumoral.



ABSTRACT

VIEIRA-FILHO, C.H.C. Characterization of the inflammatory response and correlation
of MiTF and p38MAPK expression with prognostic factors in canine melanomas. 2019. 84p.
Tese (Doutor em Ciéncia Animal nos Trépicos) — Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia
— Universidade Federal da Bahia, 2019.

The inflammatory lymphocytic infiltrate associated with melanoma has been studied over the
years in medicine as a possible prognostic factor for this highly aggressive tumor, but this
evaluation is still not very well described in canine melanomas. Thus, this study characterizes
the inflammatory response associated with canine melanomas in the different anatomical sites
(mouth, digit and skin) and to verify the expression and correlation of MiTF and p38MAPK with
prognostic factors and survival. We studied 117 melanomas classified based on their location
in two groups: melanomas located in the oral cavity / digits (n = 74) and cutaneous melanomas
(n = 43), which were submitted to morphological and morphometric analysis of inflammatory
cells and clinical evaluation and the population of CD4* and FoxP3* lymphocytes in oral tumors
/ digits. From these parameters, it was observed that oral tumors / digits were associated with
pathological features related to the worst prognosis such as size, mitotic index, histological
type, nuclear atypia and the presence of metastasis. The inflammation was more present in the
oral / digits tumors, however discrete, when compared to the group of cutaneous melanomas,
the lymphocytes being the predominant cell type, with a larger population of CD4* cells and
FoxP3" observed in animals with larger dimensions and greater MiTF expression. MiTF and
p38MAPK \was less expressed in oral melanomas / digits, especially in the larger 2.0 cm, without
TIL and associated with lower survival. The multivariate analysis showed that the presence of
lymphocytic infiltrate was an independent prognostic factor, correlating with the survival rate.
The non-expression of MiTF and p38MAPK | together with the larger population of CD4* and
FoxP3* lymphocytes, was associated with oral cavity / digit melanomas, providing important
alternative tools in establishing possible prognostic factors.

Keywords: dogs, lymphocytes, melanocytic neoplasia, tumor microenvironment.
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1. INTRODUCAO

O melanoma é uma das neoplasias cutdneas mais importantes (GROSS et al., 2009),
diagnosticada em 3,4% dos casos na cidade de Salvador (MACHADO et al., 2018), e a
neoplasia oral mais frequente em caes, principalmente em animais mais velhos, sem
predisposi¢do sexual ou racial (BERGMAN, 2007). Em humanos, a sua etiologia ¢ atribuida,
por vezes, a mutagdes herdadas em genes que regulam o ciclo celular ou a telomerase, mas, na
grande maioria dos casos, adquirida e relacionada aos danos no DNA em areas expostas ou nao
aos raios ultravioleta (UV) (LAZAR e MURPHY, 2016), sendo portanto, raro na cavidade oral
(ALTEMANI e AMSTALDEN, 2006). Na veterinaria sua etiopatogenia ainda ndo ¢
compreendida, mas, aparentemente nao possui relagdo com a exposi¢ao a radiagdo UV (GROSS
et al., 2009).

Tal como em muitos outros tipos de céancer, a mortalidade esta associada,
principalmente, com a propagacdo metastatica do tumor primario, o que envolve interagdes
complexas entre as células tumorais e o sistema imunolédgico do paciente (GATA et al., 2017).
Independentemente do tipo de neoplasia, o processo inflamatdrio tem sido incriminado como
um componente critico no microambiente tumoral, podendo retardar ou contribuir para a
proliferagdo, sobrevivéncia e disseminagdo das células neoplasicas (BALKWILL e
MANTOVANI, 2001; EIRO e VIZOSO, 2012; SNYDER, 2009).

Os mecanismos creditados incluem o estimulo a invasdo, a migragdo e ao
desenvolvimento de metastases, a produgdo de citocinas, quimiocinas e fatores angiogénicos,
que influenciam na expressdo de genes responsaveis pelo controle do ciclo celular
(BALKWILL e MANTOVANI, 2001; EIRO e VIZOSO, 2012; ONO, 2008). Por outro lado,
um efeito antitumoral também ¢ atribuido, caracterizado pela agdo da resposta imune inata
mediada por células natural killers (células NK) ou resposta imune adquirida os linfocitos T,
em especial, os T CD8" (VISSER et al., 2006).

A influéncia das células inflamatorias no desenvolvimento neoplasico é estudada no
melanoma em humanos e os infiltrados linfociticos, considerados fator progndstico
independente (SINNAMON et al., 2018), estdo relacionados a um melhor prognéstico nos
tumores superficiais e/ou em estagio de regressao (CLARK et al., 1989; GATA et al., 2017;
MIHM e MULE, 2015). Contudo, nos caes, apesar da frequéncia dos melanomas, 0 processo
inflamatorio associado ao tumor ainda néo estd bem caracterizado, bem como, a sua correlagdo
com fatores progndsticos.

Buscando conhecer as vias de ativagdo das células do melanoma, alguns reguladores do

ciclo celular sao estudados em linhagens celulares de melanomas humanos (AGUIRRE-GHISO
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et al., 2003) e de animais (BELLEI et al., 2010; NOGUCHI et al., 2014), em especial o fator de
transcrigdo associado a microftalmia (MiTF) (AIDA et al., 2017; CHELI et al., 2012) e a p38
(AGUIRRE-GHISO et al., 2003; BELLEI et al., 2010).

O MITF foi proposto como um promotor da carcinogénese em melandcitos por
influenciar diversos processos celulares, regulando a proliferagdo, a sobrevivéncia, a
motilidade, o estresse oxidativo e os mecanismos de reparo do DNA (HAQ e FISHER, 2011).
Nos melanomas o MiTF atua como um maestro molecular, que em concentragdes muito baixas
leva a senescéncia celular, em niveis intermediarios a altos acarreta o crescimento celular ¢ em
niveis muito elevados, promove a diferenciacdo celular e a interrupcdo do crescimento
(PLOPER e De ROBERTIS, 2015). Em estudo realizado com ratos, a supressdo da expressao
do MiTF ocorre pela ativacdo da via p38, importante na inibi¢ao do crescimento celular (SHEN
et al.,, 2012; SMALLEY e EISEN, 2000) e inducdo da senescéncia de células neoplasicas
(ZHANG et al., 2013).

Ainda que se conhegam importantes fatores relacionados ao comportamento do
melanoma (indice mitético, metastases, tamanho do tumor, atipia nuclear, pigmentagio,
inflamagdo e necrose), existem melanomas de comportamento bioldgico incerto. Portanto,
justifica-se a realizagdo de estudos adicionais sobre este tumor relativamente frequente, mas
heterogéneo e agressivo quando localizado na cavidade oral, nas extremidades (acral) e regido
ungueal dos caes.

Ademais, tendo em vista a possibilidade de estudos comparativos entre os melanomas
de caes e do homem (NOGUCHI et al., 2014), torna-se importante a realiza¢do de ensaios
direcionados ao conhecimento e entendimento do microambiente tumoral ¢ vias de sinalizacao,
nesta espécie que é considerada como modelo pré-clinico para o melanoma néo induzido pela
radiagdo ultravioleta em humanos (HERNANDEZ et al., 2018). Neste contexto, objetivou-se
caracterizar a resposta inflamatdria associada aos melanomas caninos e sua atuacao NOS
diferentes sitios anatomicos (boca, digito e pele), avaliar a expressao ¢ as correlagdoes do MiTF

e p38MAPK com fatores prognosticos e sobrevida.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MELANOMA

Os melandcitos sdo células de origem neuroectodérmica, embriologicamente derivadas
da populagdo germinativa dos melanoblastos, originarios de células da crista neural, apos o
fechamento do tubo neural. Os quais, na maioria das espécies, comegam O processo de
melaniza¢do imediatamente antes ou logo depois de alcangar 0 seu destino (NORDLUND,
1986).

Os melanoblastos migram do tronco da crista neural até o seu destino na camada basal
da epiderme ou no foliculo piloso (ERICKSON, 1993). Melanoblastos derivados da crista
neural também migram para o entorno do olho, mucosas, leptomeninges, pleura e a stria
vascularis no ouvido interno. Diferenciando-se do neuroectoderma in situ para se tornar o
epitélio pigmentar da retina (OLIVEIRA e JUNIOR, 2003).

A sintese da melanina ou melanogénese ¢ estimulada por uma gama de efetores, entre
eles elevadores de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) como forscolina,
isobutilmetilxantina e hormonio estimulante de melanécitos-a (a-MSH), a luz ultravioleta (UV)
e lipopolissacarideos (BELLEI et al., 2010). Nos mamiferos, a melanogénese envolve uma
complexa via sintética contendo uma série de reagdes enzimaticas ou ndo, para a produgdo de
dois tipos distintos de melanina: a feomelanina (avermelhada) ou a eumelanina (preto-
acastanhada) (SIMON et al., 2009).

A melanogénese ocorre em um tipo de lisossomo, chamado de melanossomo (PARK et
al., 2009), que contém trés enzimas pigmentares principais, a tirosinase (TYR), a proteina
relacionada a tirosinase-1 (TRP-1) e a tautomerase dopacromica (DCT) ou proteina relacionada
a tirosinase-2 (TRP-2) (BENEDITO et al., 1997; KOBAYASHI et al., 1994; WINDER et al.,
1994). O inicio da formag¢ao da melanina ocorre em duas etapas iniciais catalisadas pela
tirosinase, com a oxidacdo da L-tirosina a L-di-hidroxifenilalanina (L-DOPA), e em sequéncia
a dopaquinona. Este tltimo metabolito, precursor comum para a feomelanina e a eumelanina
(LAND et al., 2001). A feomelanina ¢ formada e apds o consumo da cisteina melanossomica,
ocorre a produ¢ao da eumelanina (ITO e WAKAMATSU, 2007).

Depois de sintetizada e madura, os melanossomos sdo transportados por microtibulos
presentes nos dendritos dos melanécitos e transferidos para os queratindcitos (TADOKORO e
TAKASHI, 2017), onde formam uma camada protetora sobre o nucleo para proteger o DNA
do efeito nocivo da radiagdo ultravioleta (BOISSY, 2003). Em humanos, a maior proporgao de

feomelanina indica que ela pode ser um pro-oxidante fotossensibilizando o DNA a danos,
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enquanto que a eumalanina atua como um antioxidante fotoprotetor (ITO e WAKAMATSU,
2007).

Apesar de serem morfologicamente idénticos nas diferentes espécies, os tumores
melanogénicos apresentam diferentes incidéncias. Sendo mais comuns em cées e cavalos, e
menos frequentes nas outras espécies (WEISS e FRESE, 1974). O melanoma ¢ a neoplasia
maligna de melandcitos e aparentemente ndo existe predisposi¢do racial para o acometimento
na espécie canina, mas o mesmo ¢ principalmente observado em cdes com pele e mucosas
escuras (CAMPAGNE et al., 2013; GOLDSCHMIDT e HENDRICK, 2002). A maioria dos
animais afetados estdo na faixa etaria entre sete e doze anos de idade (CAMARGO et al. 2008),
mas também pode ser congénito ou afetar animais jovens (MEYRER et al., 2017).

Os sitios anatomicos mais frequentemente acometidos sdo, em ordem de maior para
menor frequéncia: cavidade oral, labios, pele, digitos e olho (CAMPAGNE et al., 2013). A
localizagdo e o tamanho sdo 0s principais fatores determinantes para o seu comportamento
bioldgico, sendo os tumores orais (gengiva da maxila, 1abio, lingua e palato) e/ou mucosa e da
regido dos digitos considerados de forma rotineira como de elevado grau de malignidade
(BERGIN et al., 2011; BERGMAN, 2007).

Macroscopicamente 0os melanomas se caracterizam por massas nodulares de superficie
lisa ou irregular, com tamanho (milimétricos a grandes dimensdes), consisténcia (eldstica a
firme) e coloracdo das superficies externa e de corte variaveis (desde o branco a acinzentados
nos tumores amelandticos, ao negro naqueles muito pigmentados). Os orais apresentam
comumente, areas de necrose, ulceragdo e¢ metastases principalmente para os linfonodos
regionais ¢ pulmdes (GROSS et al., 2009; GUEDES et al., 2016), e com menor frequéncia
coragdo, rim e encéfalo (RAMOS-VARA et al., 2000).

O diagnostico do melanoma primdrio pode ser realizado a partir dos exames citoldgico
e histopatologico, bem como a deteccio de metastases em linfonodos sentinelas
(PRZEZDZIECKI et al., 2015). Alguns fatores prognésticos negativos ja foram descritos, a
exemplo da presenga de metastase, tamanho do tumor, atipia nuclear, pigmentagdo, indice
mitdtico, presenga de células inflamatorias, necrose e ulceracdo (SMEDLEY et al., 2011;
SPANGLER e KASS, 2006).

Na histopatologia os melanomas se apresentam como proliferacdes desencapsuladas de
melandcitos que envolvem somente a derme com possivel acometimento da epiderme (CLARK
et al., 1969; GROSS et al., 2009). Compostos por células de diferentes fenotipos, variando de
alongadas, redondas ou poligonais a dendriticas, epitelioides e balonosas, maiores que 0S

melandcitos normais, com citoplasma escasso a abundante contendo variada quantidade de
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melanina, nucleos grandes irregulares e nucléolos proeminentes (CLARK et al., 1969;
GOLDSCHMIDT, 1985; WEISE e FRESE, 1974). Apesar destas diferengas fenotipicas, ndo
foi determinada influéncia no prognostico dos cdes acometidos por melanomas
(GOLDSCHMIDT e GOLDSCHMIDT, 2017; GROSS et al., 2009; LAZAR e MURPHY,
2016).

Frente as diferentes caracteristicas histologicas dos melandcitos neoplésicos,
principalmente quando estes produzem pouco ou nenhuma melanina (tumores amelanéticos),
podem mimetizar uma grande variedade de tumores, a exemplo dos linfomas, carcinomas pouco
diferenciados, tumores neuroendocrinos, sarcomas e tumores de células germinativas (OHSIE
et al., 2008; PATNAIK et al., 1986). Desta forma, a histoquimica com a coloragdo Fontana-
Masson (BUSAM et al.; 2001) e a imuno-histoquimica vém sendo utilizadas como alternativa
para diferenciar os melanomas de outros tumores semelhantes a microscopia optica em laminas
coradas em Hematoxilina-Eosina (OHSIE et al., 2008; PRIETO e SHEA, 2011).

Atualmente os marcadores imuno-histoquimicos mais utilizados para a identificagao de
uma neoplasia de origem melanocitica sdo a proteina S100, HMB45 ¢ Melan-A (MART-1),
entretanto, estes marcadores sao incapazes de diferenciar de forma confiavel as lesdes benignas
das malignas (KASHANI-SABET, 2014). O Ki-67 é um marcador que contribui na
identificacdo do possivel comportamento biologico dos melanomas, a partir da avaliagdo do
indice proliferativo, que sabidamente tera uma maior expressao nos tumores de comportamento
maligno (PRIETO e SHEA, 2011).

2.2 INFLAMACAO versus CANCER

O sistema imune ¢ formado por diferentes tipos celulares e uma complexa rede de sinais
quimicos capazes de responder a alteracdes na homeostase do organismo (ONO, 2008). Uma
das suas fungdes primordiais é reconhecer e combater clones de células com alteragdes no DNA
antes que formagoes neoplasicas se iniciem. Porém, tem-se demonstrado que essa efetividade
antitumoral do sistema imune varia de acordo com o tipo tumoral envolvido e a capacidade da
neoplasia em superar 0os mecanismos de defesa do organismo (BALKWILL e MANTOVANI,
2001; COUSSENS e WERB, 2002).

O processo inflamatorio tem sido aventado como um componente critico no
microambiente tumoral, pois pode retardar ou contribuir para a proliferagdo, sobrevivéncia e
disseminagdo das células neopldsicas devido a producdo de citocinas, quimiocinas e fatores
angiogénicos (BALKWILL e MANTOVANI, 2001; EIRO e VIZOSO, 2012; HEYS et al.,

2012). A influéncia das células inflamatérias no desenvolvimento neoplasico, tem sido relatada
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em estudos com neoplasias mamarias em mulheres e cadelas (ESTRELA-LIMA et al., 2010;
ESTRELA-LIMA et al., 2012; ESTRELA-LIMA et al., 2016; KIM et al., 2012; HEYS et al.,
2012; TAN et al., 2011; VIEIRA-FILHO et al., 2018), tumores s6lidos de pulmao em ratos,
melanoma, tumores colorretais e mesotelioma em humanos (COUSSENS e WERB, 2002;
ERRENI et al., 2011).

Fortes associagdes tém sido encontradas entre a inflamag¢do cronica, constituida
principalmente por linfocitos e macrdofagos, e o desenvolvimento de cancer em humanos, a
exemplo da relacdo entre as neoplasias malignas do colon e a colite ulcerativa cronica;
paratuberculose e a esquistossomose; o carcinoma hepato-celular e a infecgdo pelo virus da
hepatite C, e os carcinomas gastricos com o Helicobacter pylori. No entanto, o recrutamento
destas células inflamatdrias também podem representar uma resposta por parte do hospedeiro
contra a neoplasia (COUSSENS e WERB, 2002; EIRO ¢ VIZOSO, 2012).

As células inflamatorias recrutadas para o microambiente tumoral podem expressar
fatores estimuladores a carcinogénese, bem como citocinas inflamatorias (TNF-a) e
quimiocinas, que estimulam a quimiotaxia de células inflamatdrias, resultando num “ciclo
vicioso” de infiltragdo (BEN-BARUCH, 2003). Aparentemente, o tipo de células inflamatorias,
a intensidade do infiltrado e o0 momento do inicio da resposta inflamatoria sdo fatores que
definem se a inflamagdo atuard como promotor ou inibidor do desenvolvimento tumoral
(BLANKENSTEIN, 2004; ESTRELA-LIMA et al., 2010).

Em determinadas situacdes, as cé€lulas responsaveis pela modulacdo da resposta
inflamatoéria liberam fatores, tanto autdcrinos como paracrinos, que estimulam a proliferacao
celular, inibem a apoptose e induzem a angiogénese (COUSSENS e WERB, 2002; MARX,
2004; STEWART e HEPPNER, 1997). Esses fatores associados podem acelerar a mutagénese
e promover a sobrevivéncia de clones atipicos com maior capacidade de disseminacao por via
linfatica ou hematogénica (THUN et al., 2004).

As imunidades inata e adaptativa possuem relagdo interdependente e interativa que
mantém a homeostase do organismo, os linfocitos da resposta adaptativa além auxiliar a
resposta inata em curso, sob certas circunstancias agem como reguladores negativos da mesma
(ZHAO et al., 2009). A imunologia tumoral é focada principalmente nas células T CD8" devido
a sua capacidade de destruicao das células neoplasicas por acao direta e a forte associacao entre
a sua presenca ¢ a sobrevida de pacientes em muitos tipos de tumores (ERDAG et al., 2012;
ESTRELA-LIMA et al., 2010; PAGES et al., 2010). Enquanto a acdo das células B ainda ¢
controverso, com fungdo de inibir ou estimular a regressao dos tumores incitada pelas células
T, mas, a depender do seu estado de ativagdo destas ultimas (NELSON, 2010).
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Nos tumores mamarios o microambiente tumoral ¢ infiltrado por uma populacio
heterogénea de células inflamatorias, composta por linfocitos, macrofagos e
polimorfonucleares, em especial, os neutrofilos quando o tumor apresenta area de ulceracao e
necrose. Estudos realizados em cadelas e mulheres revelam ser os linfocitos o tipo celular
predominante nos infiltrados inflamatorios associados aos carcinomas mamarios, com células
T CD4" (T auxiliares) correlacionadas ao desenvolvimento de metastases e pior sobrevida
(ESTRELA-LIMA et al., 2010; RUFFELL et al., 2012; TAN et al., 2011).

Os linfocitos T reguladores (Treg) integram o subconjunto de células T CD4" geradas
no timo e 6rgdos linfoides periféricos, com a fungdo de suprimir respostas imunoldgicas e
manter a autotolerancia ao induzir a ativagdo de outras células T produzindo IL-10 e TGF-§ ou
inibir a habilidade de estimulacdo das células apresentadoras de antigenos, mecanismo este
dependente do antigeno de linfocito T citotoxico-4 (CTLA-4) expresso por células T CD4*
FoxP3" (forkhead box P3) (ABBAS et al., 2012; RALAINIRINA et al., 2007). As células T
CD4"FoxP3" sdo importantes no desenvolvimento e na manutengdo da populagio das células
Treg (STEINBERG et al., 2012).

As células Treg CD4" de ocorréncia natural que expressam o fator FoxP3 sio
indispensaveis para a manutencdo da autotolerancia imunologica e homeostase (SAKAGUCHI
et al., 2010), divididas em trés subpopulagdes pelos niveis de expressdo deste fator e das
moléculas de superficie CD25" e CD45RA, com caracteristicas altamente supressivas que
diferenciam células T naive em reguladoras ou que secretam citocinas pro-inflamatdrias ndo
supressivas (MIYARA et al., 2009).

As células neoplésicas induzem a formagdo das células Treg periféricas suprimindo de
forma eficiente a sua eliminagao pelo sistema imune (LIU et al., 2007). No entanto, a restrigdo
da sua func¢do nas respostas dirigidas aos antigenos tumorais ndo € clara, comumente observadas
nos tumores solidos ¢ relacionadas ao melhor (SALAMA et al., 2009) ou pior progndstico
(WOLF et al., 2005).

Nos casos de melanomas superficiais em humanos, o infiltrado inflamatdério linfocitico
tumoral (TIL), esta relacionados ao melhor progndstico, uma vez que ¢ observado nos tumores
superficiais e/ou em estagio de regressdo (CLARK et al., 1989; MIHM e MULE, 2015; REDDY
et al., 2014). Neste mesmo estudo, Clark e colaboradores (1989), estabeleceram critérios para
a avaliagdo do TIL com base na sua auséncia ou presenca, e sua distribuicdo na massa tumoral
como brisk (distribui¢do difusa), non-brisk (distribui¢do multifocal ou focal) e ausente. Em
outro estudo com melanomas acrais em humanos, a auséncia do TIL esteve relacionada a

ocorréncia de recidivas, metastases ¢ a morte dos pacientes (LEE et al., 2013).
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Em uma selegdo de 669 melanomas malignos primarios da pele em humanos, em estadio
I, foi observado que a infiltragdo linfocitaria ndo teve relagdo significativa com diversos fatores,
a exemplo do sexo, idade do paciente, tipo de célula tumoral, pigmentagao, atipia celular, indice
mitotico e ulceragdo. Notada apenas, relagdo com a extensdo tumoral superficial até a interface
papilar-reticular da derme, enquanto que nos melanomas malignos nodulares, mais profundos,
a presen¢a de um denso TIL esteve relacionada ao pior prognéstico (LARSEN e GRUDE,
1978). Em um estudo com melanomas cutineos em humanos na fase de crescimento vertical
realizado por Clemente e colaboradores (1996), a analise multivariada revelou apenas a
espessura tumoral e o TIL como fatores prognoésticos histologicos positivos e independentes.

A ideia de uma vigilancia imune ativa em pacientes portadores de melanoma se apoia
na resposta imune tumoral e sist€mica, a partir da observagdo de remissoes e regressdes das
lesdes apds tratamento imunoestimulante (MOCELLIN et al., 2013). No melanoma humano a
imunidade mediada pelas células tem um papel importante, mas a exemplo do observado nos
carcinomas mamarios, depende dos subconjuntos celulares envolvidos, em especial as células
T citotoxicas e T auxiliares. As células T no TIL estdo em maior nimero quando comparadas
as células B, com maioria constituida de células citotoxicas em repouso (HUSSEIN et al.,
2006).

O aumento gradual do TIL durante as fases de desenvolvimento do melanoma pode
refletir um aumento da antigenicidade das células tumorais (HUSSEIN et al., 2006). Nos
melanomas cutaneos em humanos o aumento da densidade do TIL, composto por células T
ativadas (LADANYT et al., 2004) ou independente da composi¢do de células T ou B (ERDAG
et al., 2012; LADANYI et al., 201 1), esteve relacionado ao melhor progndstico com a maior
sobrevida ¢ diminui¢do do numero de metastases. Por outro lado, em estudo com 91 pacientes
acompanhados durante 10 anos, revelou aumento na progressdao da doenca e diminui¢do da
sobrevida naqueles em que o TIL tinha populacdo de células B superior a 15% (MARTINEZ-
RODRIGUES et al., 2014).

Atualmente sao utilizados, com destacado sucesso, porém ainda com alto custo,
inibidores de CTLA-4 (PRIETO et al., 2012) e da proteina anti-morte celular programada-1
(PD-1) (BURNS et al.,, 2016) no tratamento dos melanomas metastaticos. EStes agentes
funcionam como moléculas inibitérias na superficie das células T, contrariando sinais
supressivos e estimulando a resposta imune (BUCHBINDER e DESAI, 2016; CHIARUTTINI
etal., 2017).

Na Medicina Veterinaria, até o presente momento, a avaliacdo da resposta inflamatdria

linfocitica no melanoma canino restringe-se a identificacdo da presenga ou auséncia do
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infiltrado nos tumores (analise qualitativa), sendo relatado um maior nimero de animais vivos
quando havia presenca do infiltrado inflamatorio associado ao tumor (SPANGLER e KASS,
2006). Entretanto, ndo foram observados na literatura consultada estudos relacionados a
caracterizacdo das células inflamatorias, a distribui¢cdo e/ou intensidade da inflamagdo e sua

correlagdo com a sobrevida.

2.3 CICLO CELULAR E PROGRESSAO TUMORAL

No desenvolvimento normal do organismo humano e animal, o equilibrio entre
proliferacdo celular e a apoptose, dois eventos bioldgicos opostos, porém complementares,
permite a manutencdo da populagdo celular normal dos tecidos (BRASILEIRO-FILHO, 2000;
GRIVICICH et al., 2007; KING e CIDLOWSKI, 1998). A divisdo celular é controlada por
uma rede complexa de sinais que resultam da a¢do coordenada de agentes estimuladores e
inibidores do ciclo celular como os fatores de crescimento, nutrientes, sinais mitogénicos e
horménios produzidos no meio intra ou extracelular JOHNSON ¢ WALKER, 1999; PELUZIO
et al., 2006; SILVA et al., 2004).

O crescimento celular normal e a replicagdo sdo eventos bioldgicos controlados pela
a¢do opositora de proto-oncogenes e genes supressores tumorais. Os proto-oncogenes como o
ras, c-myc, bcl-2 e outros, codificam proteinas que promovem o crescimento e a replicagdo
celular e inibem a apoptose (BORTNER e CIDLOWSKI, 2002; BRETONES et al., 2015;
GRIVICICH et al., 2007). Por outro lado, 0s genes supressores tumorais como o p53, 0 p21,
pRB e outros, codificam proteinas que regulam negativamente o crescimento celular, a
replicacdo e podem induzir a apoptose da célula danificada (ANAZETTI e MELO, 2007; KING
e CIDLOWSKI, 1998; LEE et al., 2015; PELUZIO et al., 2006). Alteragdes na via p53 que
resultam na ativacdo do p21 na regulagdo do ciclo celular pode contribuir para a progressao
maligna do carcinoma hepatocelular (SHI et al., 2000).

No ciclo normal quando a célula recebe sinais promotores para seu crescimento, a
sintese de ciclinas D e E ¢ estimulada na fase G1. A progressao das células da fase S para a fase
G2 ¢ facilitada pelo controle da ciclina A ligada a CDK2 e CDK1 (KATSUNO et al., 2009). O
papel exato da ciclina A ndo ¢ conhecido, mas evidéncias sugerem que ela seja indispensavel
para areplicagdo do DNA. No inicio da fase G2 predomina a ciclina B que, ao formar complexos
com CDK1, auxilia a passagem da célula para a fase M e fosforila proteinas necessarias para a
mitose (PELUZIO et al., 2006; PINES, 1995;). As ciclinas assim denominadas por serem
produzidas e degradadas de forma ciclica nas diferentes etapas do ciclo sdo indispenséaveis para

a manutencao da proliferacio (EKHOLM e REED, 2000).



27

Sempre que necessario a proliferagdo celular ¢ inibida pela agdo de proteinas da familia
CIP/KIP (p21, p27 e p57) e da familia INK4 (p15, p16, p18 e p19). Dentre estas proteinas as
mais frequentemente observadas no processo de carcinogénese, por expressdo negativa, sdo a
p21 e a p27. Normalmente, elas se ligam ao complexo cdk/ciclina em determinada fase (p21)
ou em qualquer fase do ciclo (p27), inibindo a formagao desse complexo (LEE et al., 2015;
RIBEIRO-SILVA e ZUCOLQOTO, 2003) e a proliferacao (EKHOLM e REED, 2000; GALEA
et al., 2008). Assim como a p2l, a p38 também desempenha um papel fundamental de
interromper o ciclo celular, além de ser uma importante proteina no controle da senescéncia
celular (MOH et al., 2008), apoptose e, assim, da carcinogénese (NAKATANI et al., 2001).

Modificagdes na expressdo ou atividade dos reguladores do ciclo celular podem resultar
na parada do ciclo, no retardo ou aceleracdo da fase do ciclo (PINES, 1995; PELUZIO et al.,
2006), em apoptose (ANAZETTI e MELO, 2007; BRETONES et al., 2015; GRIVICICH et al.,
2007; OKAMOTO et al., 1996; STRASSER et al., 2000) e na proliferagao celular desordenada
(KUSEWITT e RUSH, 2009). Alguns estudos ja demonstram correlagao entre o aumento da
expressao de ciclinas e o desenvolvimento neopléasico associado a um prognoéstico desfavoravel
em seres humanos (BAHNASSY et al., 2004; BOSTROM et al., 2009; LOTAYEF et al., 2000;
POIKONEN et al., 2005). O mesmo ¢ observado quando ocorre regulagdo negativa da
expressao de proteinas inibidoras da proliferacdo (JOHNSON e WALKER, 1999; KAWADA
etal., 2002; NAM e KIM, 2008; SOMLO et al., 2008; TRIMIS et al., 2008).

Alguns reguladores do ciclo celular sdo atualmente estudados em linhagens celulares de
melanomas humanos (AGUIRRE-GHISO et al., 2003), caninos (NOGUCHI et al., 2014) e de
ratos (BELLEI et al., 2010), a exemplo do fator de transcrigdo associado a microftalmia (MiTF)
(AIDA et al., 2017; CHELI et al., 2012) e da p38 (AGUIRRE-GUISO et al., 2003; BELLEI et
al., 2010).

2.3.1 Fator de Transcricao Associado a Microftalmia (MiTF)

A familia dos fatores de transcricio MiT ¢ constituida pelo Fator de Transcrigdo
Associado a Microftalmia (MiTF), o fator de transcrigdo E3 (TFE3), o fator de transcri¢do EB
(TFEB) e o fator de transcri¢do EC (TFEC), os quais determinam a expressdo génica especifica
de enzimas que regulam a pigmentacdo (HEMESATH et al., 1994). O MiTF ¢ um fator de
transcrigdo especifico da linhagem melanocitica que regula a expressao de genes essenciais para
a sintese da melanina (CHELI et al 2010; LEVY et al., 2006; NGUYEN e FISHER, 2018;
RODRIGUEZ et al., 2018).
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A sua expressdo ¢ mantida na maior parte dos melanomas com amplificacdo do gene
também nos focos metastaticos (KING et al., 2001). Acredita-se que as fungdes primarias do
MITF no melanoma incluem a manutengdo da identidade da linhagem celular, a partir do
controle dos marcadores de diferenciagdo celular e o seu papel anti-apoptdtico (VLCKOVA et
al., 2018). Alvos transcricionais funcionalmente importantes do MiTF incluem os reguladores
do ciclo celular (CDK2, p21, p16), diferenciagio, sobrevivéncia e metastase (BCL-2, c-MET),
niveis de AMPc, reparo do DNA, invasividade e pigmenta¢do (HSIAO e FISHER, 2014; LEVY
et al., 2011). Os seus efeitos pro-sobrevivéncia ndo sdo restritos apenas a regulacao de genes
anti-apoptoticos e pro-apoptoticos, mas também neutraliza sinais indutores da morte celular
(HARTMAN e CZYZ, 2015).

Carreira e colaboradores (2006) criaram um modelo para vincular os niveis de MiTF a
um fendtipo celular, que a depender da expresséo as células do melanoma podem se diferenciar
ou proliferar: a alta atividade do MiTF promove a diferenciacao celular com parada das células
em G1 mediadas por pl6 e p21; enquanto que, a sua baixa atividade esta relacionada a um
fendtipo infiltrativo, semelhante a célula tronco. Logo, a expressao de MiTF pode ser observada
em diferentes niveis em subpopulacdes heterogéneas em uma mesma massa tumoral, como
resultado da influéncia celular e do microambiente tumoral (HARTMAN e CZYZ, 2015).

Em estudo realizado com cultivos celulares de melanoma (SK-MEL-5, SK-MEL-28,
A101D, MEL-HO, IPC-298 e SK-MEL-30) foi observada a supressio da expressao de MiTF e
do nimero de células neoplasicas tratadas com uma droga anti-melanoma (CH6868398) (AIDA
et al., 2017). Contrariamente, em estudo também realizado com cultivo celular de melanomas
humanos, os elevados niveis de MiTF foram acompanhados da maior expressdo de Bel-2 e da
sua atividade anti-apoptdtica, associada a resisténcia as drogas (NAJEM et al., 2017).

Outro estudo in vitro com células de melanoma, avaliou o efeito da hipoxia na
diminui¢do da expressdo de MiTF através do fator induzivel por hipoxia (HI1F1), no qual
reduziu a diferenciagdo celular e promoveu a proliferagdo ¢ as propriedades relacionadas a
metastases (CHELI et al., 2012). VIckova e colaboradores (2018), observaram que os baixos
niveis de MiTF em cultivos celulares de melanoma causou uma atenuag¢do nas taxas de
proliferagdo, auséncia de caracteristicas da transi¢do epitelial-mesenquimal (EMT) nas células,
diminuigdo das concentragdes de tirosinase, mas manteve a proliferagdo celular e ndo afetou a
invasividade. Em pacientes humanos com melanoma, a amplificagdo de MiTF foi associada a
uma diminui¢do de cinco anos nas taxas de sobrevida (GARRAWAY et al., 2005).

Quando expostas de forma prolongada a citocinas pré-inflamatorias, como o TNF-a, a

expressao do MiTF nas células do melanoma foi suprimida (REINHARDT et al., 2017). Esta
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baixa expressdao do MiTF promove a ativacao da resposta inflamatoria com recrutamento de

células imunes predominantemente mieloides (RIESENBERG et al., 2015).

2.3.2 MAPK/p38

As proteinas-quinases ativadas por mitogenos (MAPKSs) consistem nas cascatas de
quinases reguladas por sinal extracelular (ERK), c-Jun N-terminal quinase (JNK) e p38
(WHITMARSH e DAVIS, 2000). Essas proteinas podem ser ativadas por diversos tipos de
estimulo e estdo envolvidas em importantes processos bioldgicos, como proliferagdo,
diferenciag@o, transformagdo e morte celular a partir da expressdo de genes e/ou interagindo
com outras cascatas de sinalizagdo (LOESCH e CHEN, 2016).

A agdo da via ERK ¢ frequentemente ativada por mitogenos (MANSOUR et al., 1994),
enquanto que por outro lado, as vias JNK e p38 sdo responsivas ao estresse € a citocinas
liberadas nas respostas inflamatorias (XIA et al., 1995). Caes que tiveram as células do
miocardio estimuladas ou passaram por estresse oxidativo, tiveram concentragoes elevadas de
p38 e consequente aumento do niimero de células em apoptose (SHENG et al., 2012).

A via p38 age como supressor para a sinalizagdo de RAS, e inibe a expressdo do gene
da ciclina D1, um importante efetor da proliferacao celular. A atividade da via p38 na maioria
das vezes € pro-apoptoética, podendo ser um componente importante na inibi¢ao do crescimento
tumoral in vitro e in vivo (LOESCH e CHEN, 2016), exceto em melanomas de seres humanos
induzidos pela radiagao UV, devido a regulacao da apoptose por uma nova via, nao relacionada
a p38 (IVANOV e RONAI, 2000).

In vivo, a p38 suprime o desenvolvimento do cancer hepatico em associagdo com a
estimulacgdo da resposta inflamatéria (HUI et al., 2007) ou por diminuir o acimulo de reativos
de oxigénio (SAKURAI et al., 2008) causadores de danos ao figado de ratos. Enquanto que, em
ratos com exclusdo do gene p38 notou-se 0 crescimento acentuado de carcinoma pulmonar
(VENTURAZetal., 2007). Em estudo com células de carcinoma in vivo realizado com embrides
de pintos e ratos, foi observado que o equilibrio da expressdo de ERK e p38 mantém as células
estagnadas (AGUIRRE-GHISO et al., 2001).

Nos melanocitos, o a-MSH ativa a quinase p38 e estd promove a melanogénese e inibe
o crescimento de células em cultivo do melanoma B16 em murinos (SMALLEY e EISEN,
2000). Por outro lado, Shen e colaboradores (2012) notaram que a diminuig¢do da atividade da
tirosinase ¢ da formagdo de melanina esta relacionada a ativagdo das vias ERK e p38, e

consequente supressao de MiTF.
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Em estudo realizado por Aguirre-Ghiso e colaboradores (2003) com cultivos celulares
de células de carcinoma epidermoide humano (HEp3), carcinoma de prostata (PC3), MDA-
MB-231 /| MDA-MB-453 / MDA-MB-468 /| MCF-7 (carcinoma mamario), fibrossarcoma
(HT1080) e melanoma metastatico (M24met), revelou que na cultura de HEp3 o aumento da
atividade de p38 inibiu a atividade de ERK e blogueou a proliferacdo celular, mas que in vivo
mantém as células que ja se disseminaram dormentes, diferente dos outros tipos celulares
avaliados. Na linhagem M24met apesar dos elevados indices de p38 in vivo, as células
mantiveram o crescimento a partir de outras vias moleculares de montagem de proteinas.

Um dos mecanismos de controle da proliferacao de células neoplasicas ¢ a inducgdo da
senescéncia das mesmas, um processo irreversivel da parada do ciclo celular que limita a
progressao das células danificadas (DIMRI et al., 1995). A p38 esta envolvida na formagao dos
focos de heterocromatina associados a senescéncia (SAHF), um dos indicadores de células
somaticas senescentes, em resposta a agentes quimioterapicos (doxorrubicina), mediando desta

forma a supressao tumoral (ZHANG et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar a resposta inflamatoria associada aos melanomas caninos e sua atuagao nos
diferentes sitios anatomicos (boca, digito e pele), avaliar a expressdo e as correlagdes do MiTF

e p38MAPK com fatores prognosticos e sobrevida

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar as principais ragas acometidas, faixa etaria, localiza¢do ¢ padrao histologico
nos melanomas em caes;

Caracterizar quanto ao tipo celular predominante, intensidade, distribuicao e localizagao
dos focos inflamatérios associados aos melanomas, bem como sua correlagdo com a regressio
OU progressao tumoral;

Identificar a expressdo dos linfocitos T CD4" e T CD4"FoxP3* em melanomas da
cavidade oral / digitos em caes e sua correlagdo com progressao tumoral;

8MAPK o m melanomas cutineos

Comparar a expressdao imuno-histoquimica do MiTF e p3
e da cavidade oral / digitos;
Correlacionar os resultados da inflamacao, MiTF e p38MAPK com fatores prognosticos e

taxa de sobrevida.

4. HIPOTESES

A resposta inflamatoria associada aos melanomas em caes promove o desenvolvimento
tumoral independente da distribuicao, intensidade e/ou constitui¢ao do infiltrado celular;

Os tumores maiores localizados na cavidade oral e digitos estdo relacionados ao TIL
com maior populagdo de células T CD4" e T CD4"FoxP3";

Os melanomas localizados na cavidade oral e digitos, bem como suas metéstases,
apresentam baixa expressio de MiTF e de p3gMAPK;

Animais com maiores taxas de sobrevida apresentam melanomas com infiltrado

linfocitico e expressdo de MiTF e p38MAPK,
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5 MATERIAL E METODOS

LOCAL

Foram utilizadas as bases fisicas ¢ a infraestrutura do Hospital de Medicina Veterinaria
Professor Renato Medeiros Neto da Escola de Medicina Veterinaria ¢ Zootechia da
Universidade Federal da Bahia (HOSPMEV/EMEVZ-UFBA), do Laboratério de Patologia
Veterinaria Histopathus, o Laboratorio de Patologia Experimental (LAPEX) do Instituto
Gongalo Moniz/Fundagdo Oswaldo Cruz-Bahia (IGM/Fiocruz-BA) e Laboratorio de Patologia
Comparada (LPC) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICB/UFMG).

ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi realizado de acordo com os principios €ticos para uso de animais em
experimentacio e apds aprovagio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CETEA/CEUA)
da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UFBA (Protocolo 010/2018) (Anexo 1).

AMOSTRAS

Foram analisadas 117 amostras de melanomas (orais/digitos ou cutaneos) obtidos de
cées de diversas ragas, cujas amostras foram enviadas ao Laboratério particular de Patologia
Veterinaria (Bahia-Brasil) no periodo de 2012 a 2017. Os casos selecionados foram divididos
em dois grupos, o primeiro constituido por animais com melanomas localizados na cavidade

oral ou digito (74) e o segundo composto de animais com melanoma cutaneos (43).

AVALIACAO EPIDEMIOLOGICA
Foram coletados das fichas de requisi¢do dos exames, os dados referentes a raca, idade,

sexo e a localizagdo da lesdo.

AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Amostras histologicas de melanomas caninos, fixadas em formol neutro e tamponado
com fosfato (monobasico e dibasico) a 10%, incluidas em parafina e coradas pela técnica de
hematoxilina-eosina (PROPHET et al, 1992) foram analisados em microscopia optica para
classifica¢do segundo os parametros da OMS (GOLDSCHMIDT e GOLDSCHMIDT, 2017)

por dois patologistas veterinarios, de forma individualizada e sem o conhecimento do
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diagnostico anterior. Os casos com diagnostico confirmado pelos dois avaliadores foram

inseridos no estudo. Os casos em que a analise imuno-histoquimica era necessaria para a

confirmacao diagndstica devido a auséncia de melanina foram excluidos do estudo. NOs casos

com baixa produ¢do de melanina foi realizada a marcagao histoquimica com Fontana-Masson

(BUSAM etal., 2001) para a detecgdo da melanina (Figura 1). Na avaliagdao microscopica foram

determinados o padrao (tipo) histologico, o grau de atipia nuclear, o escore de pigmentacao, o

indice mitdtico, a presenga de ulceragdo e necrose e caracterizada a inflamagao associada ao

tumor.

Figura 1 - Secgdes histoldgicas coradas com Fontana-Masson evidenciando (A) melanoma com grande quantidade
de melanina evidenciada apds marcagdo histoquimica - 40x. B) Destaque — células neoplasicas contendo no

citoplasma granulos de melanina - 400x.
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Foi observada a morfologia das células quanto as suas caracteristicas histologicas

predominantes no tumor como epitelioides, células alongadas/fusiformes ou misto (presenca

dos dois padroes histologicos)

GOLDSCHMIDT, 2017).

Atipia nuclear

(GOLDSCHMIDT,

1985; GOLDSCHMIDT e

Foram contadas 100 células na objetiva de maior aumento (400x), sendo atribuida uma

pontuag@o numérica que corresponde a % de células com nucleos atipicos. Essas células foram
divididas em graus: leve (0 a 39%), moderada (40 a 79%) e grave (80 a 100%). Quando

necessario, foi realizada outra sec¢do de forma prévia para a despigmentagdo (remogdo da
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melanina), com a utilizagdo de peroxido de hidrogénio (30 volumes) em uma diluigdo a 10%
por 30 minutos a uma temperatura de 65°C (LIU et al., 2013), seguido de lavagem em agua

corrente e posterior coloragdo pela HE.

Pigmentacio celular
A pigmentagdo do citoplasma das células neoplasicas foi avaliada subjetivamente em
toda a seccdo histoldgica e classificada de acordo com a porcentagem das células contendo

melanina, como: leve (1-10%), moderada (11-50%) ¢ alta (>50%).

indice mitético

O indice mitdtico foi determinado em seccdes histologicas coradas em HE, com o
auxilio de um microscépio Leica ICC50 E equipado com uma ocular de 10X e uma objetiva de
40X, que forneceu uma area de campo de 0,239mm?. Foram identificadas e quantificadas as
mitoses em 10 campos e obtida a média por caso. Sendo considerado como elevado a média
igual ou superior a trés e quatro mitoses por campo nos tumores cutdneos e orais/digitos,

respectivamente (GOLDSCHMIDT e GOLDSCHMIDT, 2017).

ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA DO INFILTRADO
INFLAMATORIO TUMORAL

A analise morfologica da reagdo inflamatoria associada ao tumor foi realizada nos
melanomas, quanto a sua distribui¢do e intensidade, foi realizada nos oito campos mais
representativos (“hotspots”), com auxilio de um microscopio Leica ICC50 E (ocular 10X e
objetiva de 40X), nas seccdes histologicas, segundo protocolo estabelecido por Clark e
colaboradores (1989), que estabeleceram critérios para a avaliagdo do infiltrado linfocitico
intratumoral (TIL) como brisk (distribui¢do difusa), non-brisk (distribuigdo multifocal ou focal)
e ausente. A intensidade da reagdo inflamatodria foi categorizada em trés subgrupos (discreta,
moderada ou intensa).

Para a analise morfométrica apos a identificacdo e marcacdo dos oito campos, foram
realizadas a captura de imagens em camera digital adaptada a um Microscépio Leica ICC50 E,
utilizando-se o software de captura LAS® versdo 4.8.0 e o software Corel DRAW® versdo 7.468
para andlise das imagens. Linfocitos, macrofagos, plasmocitos, neutrofilos e eosinofilos foram
identificados com base nas suas caracteristicas morfologicas e quantificados nas imagens
capturadas de secc¢des coradas pela HE. O numero total de células foi obtido pela soma dos oito

campos analisados, sendo a média utilizada para determinar 0S pontos de corte e 0s intervalos
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de intensidade. O infiltrado inflamatorio foi classificado em: i) leve; ii) moderado: e iii) intenso
(Tabelal e 2).

Tabela 1 - Intervalo de intensidade dos tipos celulares inflamatdrios no microambiente tumoral dos melanomas
localizados na cavidade oral e digitos.

Tipo celular Intensidade

Leve Moderada Intensa
Linfécito X<150 150<X <270 x>270
Macréfago X<30 30<X <50 x >50
Plasmécito X<20 20<X <30 x >30
Neutrofilo X<05 05<X <10 x>10
Eosinofilo X<03 03< X <07 x >07
Total X<210 210<X <370 x>370

Critério de caracterizagdo com niimeros obtidos a partir das médias e dos limites superiores e inferiores.

Tabela 2 - Intervalo de intensidade dos tipos celulares inflamatérios no microambiente tumoral dos melanomas

cutineos.

Tipo celular Intensidade

Leve Moderada Intensa
Linfocito X<50 50<X <190 x >190
Macroéfago X<15 15X <35 x =35
Plasmocito X<10 10<X <30 x 230
Neutroéfilo X<05 05<X <10 x>10
Eosinofilo X<03 03< X <07 x >07
Total X<85 85< X <275 x >275

Critério de caracterizagdo com niimeros obtidos a partir das médias e dos limites superiores e inferiores.

AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

A imuno-histoquimica foi realizada pela técnica de reagdo em peroxidase com
identificagdo a partir de anticorpo secundario polimerizado (AdvanceTM HRP; Dako North
America; Via Real Carpinteria, CA, USA ou Novolink Polymer Detection Sistem; Leica
Biosistems, Newcastle upon Tyne, UK ou Histofine® Simple Stain MAX PO (MULTI), Nicherei
Fresh Inc., Chun, Tokyo, Japan). A recuperacdo antigénica ocorreu pelo calor imido (banho-
maria a 98°C) ou calor imido pressurizado a 125°C (Pascal® Pressure Cooker; Dako

Cytomation, Glostrup, Denmark) com Target Retrieval Solution Citrate - pH 6,0 (Dako
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Cytomation, Glostrup, Denmark) ou EDTA ph 9,0. Para bloqueio da peroxidase endogena as
laminas foram incubadas por dois tempos de 10 minutos em solu¢do de H202 3% em alcool
metilico. Para bloqueio das proteinas enddgenas as laminas foram incubadas por 20 minutos
em Protein Block Serum-Free Ready to Use (Dako North America; Via Real Carpinteria, CA,
USA). Os reagentes foram aplicados pela técnica manual, sendo o tempo de incubagdo do
anticorpo primario de 30 minutos (anti-MiTF, anti-p38MAPK anti-CD4" e anti-FoxP3*) e do
cromogeno 3’3-diaminobenzidina (Liquid DAB+Substrate Chromogen system; Dako North
America, Via Real Carpinteria, CA, USA), de 1 minuto. Apds incubag¢do no DAB os cortes
foram contracorados com Giemsa (1:5) por 10 minutos e entdo limpos em solugdo de acido
cloridrico (1:100), alcool absoluto e por fim alcool isopropilico. Com este tratamento apos a
contracoloragao o pigmento melanico adquire tonalidade esverdeada, permitindo a visualizagao
amarronzada da reagdo cromogénica com DAB. Para controle negativo foi omitida a etapa do
anticorpo primario, com sua substituigdo pelo diluente de anticorpo (Antibody Diluent with
Background Reducing Components; Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, USA). Os

dados dos anticorpos utilizados estdao descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Dados referentes aos anticorpos utilizados.

Anticorpo Origem Clone Diluigéo Localizagdo
Anti-MiTF Abcam D5 1:60 Nuclear

Anti-p38 Abcam M138 1:100 Nuclear/Citoplasmatica
Anti-CD4* Ebioscience Gk1.5 1:100 Citoplasmatica
Anti-FoxP3* Santa Cruz 2allg9 1:100 Citoplasmatica

Para a andlise da imunomarcagio dos anticorpos MiTF e p38MAPK

, apos a identificagao
e marcagdo dos oito campos mais representativos (“hotspots”) em cada caso, foi realizada a
captura de imagens em camera digital Zeiss Axiocam/cc5 adaptada a um Microscopio Carl
Zeiss Scope.Al, utilizando-se o software de captura Versdo Zen 2012 (Blue Edition — Service
Pack 1)® e o software Corel DRAW® versdo X7 para anélise das imagens. Somente a marcagio

presente foi considerada, independente da intensidade da mesma.
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Enquanto que para a analise da imunomarcagido dos anticorpos CD4" e FoxP3" nos
linfécitos, apds a identificagdo e marcagdo dos oito campos mais representativos (“hotspots™)
do TIL em cada caso do melanoma localizado na cavidade oral ou digito, foi realizada a captura
de imagens em camera digital Zeiss Axiocam/cc5 adaptada a um Microscopio Carl Zeiss
Scope.Al, utilizando-se o software de captura Versdo Zen 2012 (Blue Edition — Service Pack
1)® e o software Corel DRAW® versio X7 para andlise das imagens. Somente a marcagio

presente foi considerada, independente da intensidade da mesma.

Interpretacio da Imuno-histoquimica

Todas as andlises histologicas foram realizadas em microscopia Optica convencional,
em objetiva de 40x (Olympus — BX41). A avaliacio do MiTF e da p38MAPK foi feita de forma
quantitativa a partir da contagem de células imunomarcadas em toda a sec¢do histologica
avaliada em campos histologicos de maior aumento (400X) e classificadas em escores de 0
(marcacao ausente), 1 (< 25% das células), 2 (>25 e <50% das células) e 3 (> 50% das células)
(FOX et al., 2012; MOURIAUX et al., 2003; SHAH et al., 2010; STAMBE et al., 2014). A
avalia¢do dos linfocitos imunomarcados para CD4* e FoxP3™ foi obtida pelo nimero de células
a partir da analise da soma das células, em dez campos histologicos de maior aumento (40X).

Sendo os resultados expressos como o nimero médio das células positivas.

SOBREVIDA

Foram realizadas consultas aos médicos veterindrios solicitantes doS exames
histopatologicos e as fichas clinicas, nas quais foram coletados dados sobre a sobrevida global.
O tempo de sobrevida global foi definido (em dias) como sendo o periodo entre a exérese
cirirgica do tumor primario e a data de dbito ou eutandsia pela doenca.

Foram obtidas ainda informagdes referentes a retirada completa ou ndo da lesdo no
momento da colheita da amostra para o exame histopatologico, se o paciente passou por algum
tratamento além do procedimento cirurgico. Os casos em que nao foi possivel obter essas
informagdes e/ou o paciente evoluiu para o 6bito ou submetido a eutanasia, por causa diferente
ao melanoma, ndo foram inseridos na analise da sobrevida.

Nos animais que evoluiram para o Obito/leutanasia foi realizada a necropsia no
Laboratério de Patologia Veterinaria/HOSPMEV-UFBA, apds a autorizagao do tutor, para

determinac@o da causa mortis e deteccdo de possiveis metastases.
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ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, para avaliagdo da normalidade da distribuigdo, os dado foram submetidos
a teste de Kolmogorov-Smirnov. Para os dados paramétricos e ndo paramétricos foram
utilizados o teste t de Student /Mann-Whitney U (comparagdo de dois grupos), ou ANOVA /
Teste de Kruskal-Wallis (mais de dois grupos), respectivamente. Da mesma forma possiveis
correlagdes foram investigadas pelos testes de Pearson ou Spearman (SAMPAIQO, 2002). As
curvas de sobrevida foram estimadas pelo metdédo de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de
Log-rank (Mantel-Cox) ou Cox na analise univariada ou multivariada, respectivamente.

Os dados foram agrupados da seguinte forma: localizagdo do melanoma (oral/digito ou
cutaneo); tamanho do tumor (<2 ¢cm ou >2 cm); metastase para linfonodos (sim ou ndo; nao
avaliado); ulceragdo (sim ou ndo), necrose (sim ou ndo), pigmentagdo (leve ou intensa); atipia
nuclear (leve, moderada, intensa); indice mitdtico (<3 ou >3 mitoses por campo — tumores
cutaneos; <4 ou >4 mitoses por campo — tumores na cavidade oral); distribuigdo inflamatoria
(brisk, non-brisk ou ausente); intensidade inflamatoéria (leve, moderada ou intensa); intensidade
do infiltrado inflamatorio linfocitario (<270 ou <190 linfécitos para tumores em oral/digito e
cutaneos, respectivamente); marca¢des imuno-histoquimicas (ausente ou presente); sobrevida
(baixa- menor ou igual a 6 meses / alta- maior ou igual a 7 meses). Em todos os casos, o valor
de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. As analises foram realizadas
utilizando o softwares Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA) e SPSS 17 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA).
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6 RESULTADOS

AVALIACAO EPIDEMIOLOGICA

De outubro de 2012 a dezembro de 2017 (série de cinco anos) foram realizados 3.111
exames histopatologicos de amostras provenientes de caes. Dentre esses casos, 143
correspondiam a biopsias com diagnostico de distarbios proliferativos de melanocitos em caes,
representando 4,59% na espécie canina, com 117 melanomas e 26 melanocitomas.

A maioria dos caes acometidos pelo melanoma eram machos [63/117 (54%)], enquanto
as fémeas representavam a menor populagdo [54/117 (46%)]. As idades médias para os caes
diagnosticados com melanomas localizados na cavidade oral/digito e pele foram 11,6 anos (2-
17anos) e nove anos (1-15anos), respectivamente.

As principais ragas observadas nos animais diagnosticados com melanoma oral/digito
foram a Rotweiller [13/74 (18%)], Poodle [12/74 (16%)], SRD [10/74 (14%)] e Cocker Spaniel
[08/74 (11%)] (Tabela 4). Nos melanomas cutaneos destacaram-se os animais SRD [07/43
(16%)], seguidos pelas ragas Yorkshire [05/43 (12%)] e Pinscher [04/43 (9%)] (Tabela 5).

Tabela 4 - Frequéncia dos animais SRD e das ragas de cées acometidos com melanoma oral/digito
diagnosticados em uma série de cinco anos (2012-2017).

Raga N° de casos (%)
Rotweiller 13 18
Poodle 12 16
SRD 10 14
Cocker Spaniel 8 11
Yorkshire 6 08
Dachshound 5 07
Labrador 4 05
Pitbull 2 03
Chow chow 2 03
Nio informada 2 03
Pastor Alemao 2 03
Husky Siberiano 2 03
Spitz Alemao 1 01
Pointer 1 01
Galgo lItaliano 1 01
Golden 1 01
Schnauzer 1 01
Pequinés 1 01

Total 74 100
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Tabela 5 - Frequéncia dos animais SRD e das ragas de cdes acometidas com melanoma cutaneo diagnosticados
em uma série de cinco anos (2012-2017).

Raga N° de casos (%)
SRD 7 16
Yorshire 5 12
Pinscher 4 09
Poodle 3 07
Dachshund 3 07
Schnauzer 3 07
Doberman 2 05
Pastor Alemao 2 05
Nio informada 2 05
Pitbull 2 05
Labrador 1 02
Rotweiller 1 02
Golden Retriever 1 02
Cocker Spaniel 1 02
American 1 02
Bull Terrier 1 02
Chow Chow 1 02
Sharpei 1 02
Scottish Terrier 1 02
Shih Tzu 1 02

Total 43 100

Macroscopicamente a maior parte dos melanomas cutdneos apresentavam mensuragao
inferior a 2,0 cm [33/43 (77%)]. Nos melanomas orais/digitos grande parte das lesdes tinham
dimensdes iguais ou maiores que 2,0 cm [37/74 (50%)] (Tabela 6). A ulceracdo foi uma
observa¢do macroscopica frequente na maioria dos melanomas, independentemente da
localizagao oral/digito ou cutanea [80/117 (68%)]. (Tabela 6).

Quando informados, os locais mais acometidos na cavidade oral pelo melanoma foram,
as gengivas [25/59 (42%)], labios [11/59 (19%)] e palato [07/59 (12%)]. Enquanto que a menor
parte deste grupo estavam localizados nos digitos[15/74 (20%)]. Nos casos dos melanomas
cutaneos, em 77% (33/43) das lesdes a localizagdo ndo foi informada e em 23% (10/43) dos

casos estavam localizadas nas palpebras.
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AVALIACAO HISTOPATOLOGICA
Os principais resultados referentes a avaliagdo histopatologica dos melanomas

encontram-se na tabela 6.

indice mitético

A maioria dos melanomas orais/digitos [39/74 (53%)] apresentavam indice mitotico
igual ou superior a quatro mitoses por objetiva de maior aumento. Enquanto que, os melanomas
cutaneos apresentavam na sua maioria [36/43 (84%)] um baixo indice mitotico, inferior a trés

mitoses por campo (Tabela 6).

Tipo histolégico

O padrio misto foi 0 predominante nos melanomas, independentemente da localiza¢do
[oral/digito - 31/74 (42%) e cutaneo - 24/43 (56%)], seguido pelo tipo epitelioide [30/74 (41%)]
nos tumores orais/digitos (Figura 2) (Tabela 6).

Pigmentacao celular

Quanto a producdo de melanina, os melanomas cutaneos tiveram, na sua maioria, alta
producdo do pigmento [30/43 (70%)]. Enquanto, os melanomas orais/digitos apesar do
predominio da alta pigmentac@o, também apresentaram uma grande quantidade de tumores

amelandticos ou com baixa produgdo de melanina [34/74 (46%)] (Figura 2) (Tabela 6).

Metastase em linfonodo regional

A avaliacao histopatologica de linfonodos regionais para a pesquisa de metastase nao
foi realizada com frequéncia nos animais diagnosticados com melanoma. Em apenas 8%
(09/117) dos casos os linfonodos foram enviados para analise, sendo diagnosticada metastase
em 78% (07/09), todas em casos de neoplasias localizadas na cavidade oral e digitos (Tabela
6).

Atipia nuclear
A anélise da intensidade de atipia nuclear revelou associacao significativa (p<0,0001)
com a localizagdo do tumor. Com 0 predominio da intensidade moderada e intensa de

pleomorfismo, principalmente aqueles localizados na cavidade oral e digitos (Figura 2) (Tabela
6).



Tabela 6 - Distribuigdo da frequéncia das caracteristicas histologicas em 117 melanomas em cées.

Caracteristicas Melanoma Melanoma
Histolégicas oral/digito cutineo

Ulceracio Nao 15/74 (20%) 19/43 (44%)

Sim 59/74 (80%) 24/43 (56%)

Mitose <3/ <4 35/74 (47%) 38/43 (88%)

>3/>4 39/74 (53%) 05/43 (12%)

Tipo Histolégico Misto 31/74 (42%) 24143 (56%)

Epitelioide 30/74 (41%) 11/43 (25%)

Alongadas 13/74 (17%) 08/43 (19%)

Pigmentacio Baixa 34/74 (46%) 13/43 (30%)

Elevada 40/74 (54%) 30/43 (70%)

Metastase NA 65/74 (88%) 43/43 (100%)

Nao 02/74 (03%) 00/43 (00%)

Sim 07/74 (09%) 00/43 (00%)

Atipia nuclear Discreta 05/74 (06%)* 04/43 (09%)

Moderada 39/74 (53%)* 28/43 (65%)

Intensa 30/74 (41%)* 11/43 (26%)

NA = ndo avaliado / *p<0,05.

42



43

Figura 2 — Fotomicrografias de melanoma canino coradas com HE exemplificando os critérios avaliados, como
os diferentes graus de atipia nuclear — A) leve, B) moderada e C) intensa. D) Melanoma do tipo epitelioide com
leve produgdo de melanina. E) Melanoma de células alongadas dispostas em ninhos, na sua maior contendo
melanina. F) Melanoma com padrio histologico misto, células epitelioides e alongadas com leve produgdo de
melanina - 400X.

Fonte: Laboratorio Histopathus.
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6.2.6 Avaliacio do infiltrado inflamatoério nos melanomas

Infiltrado inflamatorio total

Verificou-se auséncia de resposta inflamatoria em 60% (26/43) dos casos de melanomas
cutaneos, diferentemente dos orais/digitos N0S quais a resposta inflamatoria esteve presente em
[58% (43/74)] (Tabela 7). Em todos os melanomas avaliados o infiltrado inflamatério era
multifocal (non-brisk) intratumoral (Figura 3). Em nenhum caso havia infiltrado com

distribuigdo difusa (brisk), independentemente da localiza¢ao do tumor (Tabela 7).

Tabela 7 - Distribui¢do do infiltrado inflamatorio nas neoplasias melanociticas em caes.

Distribuicio Melanoma oral/digito Melanoma cutineo

Ausente 429%(31/74) 60%6(26/43)
Brisk 00%(00/74) 00%(00/43)
No-Brisk 58%(43/74) 40%(17/43)

A avaliagdo da intensidade do infiltrado inflamatdrio total, quando presente, evidenciou
um predominio da intensidade leve, em ambas localizagdes do melanoma. Porém, infiltrados
com intensidade moderada foram mais frequentemente observados associado aso tumores

localizados nas cavidade oral e digitos (Tabela 8).

Tabela 8 - Avalia¢do da intensidade do infiltrado inflamatdrio nas neoplasias melanociticas em caes.
Intensidade Melanoma oral/digito Melanoma cutineo

Ausente 42%(31/74) 60 (26/43)
Leve 46%(34/74) 37%(16/43)
Moderado 11%(08/74) 03%(01/43)

Intenso 01%(1/74) 0,0%(0/43)
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Figura 3 - Fotomicrografia com infiltrado inflamatério associado a0 melanoma — intenso infiltrado inflamatério
intratumoral localmente extenso - 40X, constituido predominantemente por linfocitos - 400x (detalhe).

Fonte: Laboratorio Histopathus.

A avaliagdo morfométrica revelou ser o linfocito o tipo celular predominante na resposta
inflamatoria associada aos melanomas, sem distingdo quanto a localiza¢do, seguido dos
macrofagos e plasmocitos. (Figura 4). Os neutrofilos quando presentes estavam relacionados

as lesdes ulceradas.

Figura 4 - Composi¢ao do infiltrado inflamatorio associado aos melanomas caninos.
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Legenda: L= linfocitos, M= macrofagos, P= plasmocitos, N= neutréfilos e E= eosinofilos.



46

Infiltrado inflamatorio linfocitico (TIL)

A avaliagdo do TIL revelou maior frequéncia da resposta inflamatoria nos tumores
localizados na cavidade oral e digitos. Quando se avaliou a presenca do TIL nos tumores
localizados na boca e digitos segregando os mesmos por suas dimensdes (<2 ou >2cm),
observa-se um predominio da presen¢a da inflamagdo linfocitica, independentemente do
tamanho das lesdes. Enquanto nos tumores cutaneos o TIL esteve ausente na grande maioria
dos tumores menores que 2cm (p<0,0109). Nas neoplasias cutdneas de maiores dimensdes a

presenca do TIL foi mais frequente (Figura 5).

Figura 5 - Frequéncia do infiltrado linfocitico associado aos melanomas caninos com dimensdes menores ou
maiores que 2cm.
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Avaliacdo imuno-histoquimica

A analise imuno-histoquimica revelou associa¢ao positiva entra a expressao do MiTF e
da proteina p38 (p=0,0268). Foi observada maior expressao do MiTF nos melanomas
localizados na pele, quando comparados aqueles localizados na cavidade oral ou digitos

(p=0,0347) (Figura 6) (Figura 14).



Figura 6 — Expressdao do MiTF nos melanomas caninos localizados na cavidade oral / digitos e na pele.
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As lesoes localizadas na cavidade oral / digito maiores de 2,0 cm tinham menor

expressao do MiTF (p=0,0077). Os tumores cutaneos apresentam uma maior expressao do

MiTF independentemente das dimensdes da lesdo (Figura 7).

Figura 7 — Comparagio da expressdo do MiTF nos melanomas caninos com dimensdes menores ou maiores de
2,0 cm localizados na cavidade oral / digitos e na pele.

Proporgio
»n
o

Expressao MiTF x Tamanho

Oral / Digito Cutineo

_ B

v
~
A

)

v
()

Bl Expressio +
Expressio -

i

*p<0,05

A ndo expressao do MiTF esteve relacionada principalmente ao indice mitotico elevado

nos tumores da cavidade oral/digito e nos cutdneos uma maior expressao nos casos com indice

mitotico baixo ou alto (Figura 8).
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Figura 8 — Comparag¢do da expressio do MITF nos melanomas caninos com diferentes indices mitoticos
localizados na cavidade oral / digitos e na pele.
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A comparagao do MiTF com a resposta inflamatéria demonstrou uma maior expressao
do MiTF nos tumores em que o TIL esteve presente, independentemente da localizagdo na

cavidade oral/digito (p=0,0004) ou pele (p=0,1318) (Figura 9).

Figura 9 — Associagdo entre a expressdo do MiTF com a presenca do TIL nos melanomas caninos localizados na
cavidade oral / digitos e na pele.
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A imunomarcacao da proteina p38 nos melanomas revelou uma maior expressao nos

tumores localizados na pele (p=0,0913) (Figura 10) (Figura 14).
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Figura 10 — Expresséo da proteina p38 nos melanomas caninos localizados na cavidade oral / digitos e na pele.
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As lesdes localizadas na cavidade oral/digito menores de 2,0 cm tinham maior expressao
da p38, diferente das lesdes cutdneas, as quais a ndo expressdo foi mais frequente nos

melanomas de diferentes dimensoes (Figura 11).

Figura 11 — Comparagio da expressdo do MiTF nos melanomas caninos com dimensdes menores ou maiores de
2,0 cm localizados na cavidade oral / digitos e na pele.
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Houve uma menor expressdao da p38 na maior parte das lesdes independentemente da

sua localizacao ou indice mitdtico (Figura 12).
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Figura 12 — Comparagdo da expressdo do p38 nos melanomas caninos com diferentes indices mitdticos
localizados na cavidade oral / digitos e na pele.
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A expressao de p38 foi similar nos melanomas localizados na cavidade oral / digito
(p=0,9188). Enquanto nos tumores cutaneos esteve mais expressa nas lesdes onde o TIL esteve

presente (p=0,2857) (Figura 13).

Figura 13 — Associagdo entre a expressdo da p38 com o TIL nos melanomas caninos localizados na cavidade oral
/ digitos e na pele.
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A comparagdo da imunomarcacdo no TIL associado aos melanomas localizados na
cavidade oral/digitos demonstrou uma maior populagido de células T CD4" nos tumores com

maiores dimensdes, menor indice mitético (p=0,001), maior expressdo de MiTF (p=0,036) ¢
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com menor expressdo de p38. A expressdo da FoxP3* nos linfocitos teve expressdo semelhante,
exceto em relacdo a p38.
Nos animais com metastase, a massa primaria e os focos metastaticos ndo apresentavam

expressao de MiTF e p38 nas células tumorais, nem associagdo com TIL.

Figura 14 — Fotomicrografias de melanoma canino, reagao imuno-histoquimica A) Imunomarcagdo nuclear (setas)
em melandcitos neoplasicos para o anticorpo anti-MiTF —400x. B) Imunomarcaggo citoplasmatica em melanocitos
neoplasicos para o anticorpo anti-p38 — 400x. C) Imunomarcagdo de linfocitos presentes no TIL associado ao
melanoma para o anticorpo anti-CD4* (setas) — 100x. D) Imunomarcagdo de linfocitos presentes no TIL associado
ao melanoma para o anticorpo anti- FoxP3+ (setas) 100x
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Fonte: LAPEX/FioCruz-BA / Laboratério de Patologia Comparada ICB/UFMG

Avaliacio da sobrevida

Para avaliac@o da curva de sobrevida foram obtidas informagdes sobre 17 animais (10
oral / digito e 7 cutaneo) e foi realizada a estratificagdo com base no diagnéstico localizagao
dos melanomas, tamanho, presenca ou auséncia do TIL nos melanomas da cavidade oral/digito
e expressao do MiTF e p38 (Figura 15).

A sobrevida minima apds a cirurgia foi de 27 dias (macho, raga Dachshund, melanoma

em cavidade oral, >2cm, tipo histoldgico misto com baixa produ¢do de melanina) e o maior
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periodo, dentro do intervalo de estudo, foi de 1169 dias (macho, raga Rotweiller, melanoma em
digito, <2cm, tipo histologico células alongadas com alta produ¢do de melanina), com uma
mediana de sobrevida de 136 dias.

Animais com maior expressio de células FoxP3" possuiam uma menor taxa de
sobrevida e estavam mortos. Enquanto animais com um nimero menor dessas células

apresentavam maior sobrevida e estavam vivos até a ultima data de acompanhamento pelo

clinico responsavel.

Figura 15 - Curvas de sobrevida estratificadas pela localizagdo, tamanho tumoral independente da localizagéo,
presenca do TIL nos tumores em cavidade oral /digito ¢ expressdo de MiTF e p38.
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As curvas de sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier, seguido pelo teste de Log-rank. Diferengaé
significativas para p<0.05 foi destacado por asterisco.



53

Animais necropsiados

Dos 117 animais que tiveram amostras selecionadas para a andlise, quatro foram
submetidos a eutandsia, devido ao quadro avancado da doenga e prognostico desfavoravel, e
doados pelos tutores para a realizagdo do exame necroscopico para avaliagdo da extensdo da
lesdo e a pesquisa de metastases.

Dos quatro caes avaliados dois apresentavam a lesdo primaria localizada na gengiva
e/ou palato, com dimensdes superiores a dois centimetros. O terceiro animal possuia multiplas
lesdes cutaneas menores que dois centimetros distribuidas por todo o corpo. Ja o quarto
apresentava lesdo oral em gengiva mandibular com grandes dimensdes ¢ multiplas lesdes
cutaneas menores (milimétricas a <2cm) distribuidas multifocalmente (térax, dorso, membros,
abdomen), todas diagnosticadas como melanoma.

Durante o exame necroscopico foram detectadas metastases em linfonodos e pulmao
(4/4 - 100%), miocardio, diafragma, figado, rim e prostata (2/4 — 50%), testiculo, glandula
adrenal, pleura, musculo intercostal, costela, encéfalo e meninge (1/4 — 25%) (Figuras 16). Foi
realizada avaliagdo histopatologica de todas as lesdes observadas a macroscopia com

confirmagao do diagndstico de metéstase de melanoma (Figuras 17 e 18).

Analise univariada e multivariada
As analises uni e multivariadas foram realizadas nos melanomas baseados na sua
localizagdo (cavidade oral e digitos ou cutineos). Foi realizada ainda a avaliagdo uni e

multivariada dos 51 pacientes em que foram obtidas informag¢des quanto a sobrevida.

Melanomas orais/digitos

A analise univariada revelou que 0s parametros clinico-patologicos correlacionados a
presenga do TIL foram a ulceracdo, a mitose e a atipia nuclear. Enquanto na analise
multivariada, foi observada diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao tamanho da lesdo, o

tipo histologico, a produgdo de melanina e a atipia nuclear (Tabela 09).

Melanomas cutdneos

A analise univariada revelou que 0s parametros clinico-patologicos correlacionados a
presenca do TIL foram o tamanho e a mitose. Na analise multivariada, 0 resultado apresentou

relagdo significativa com o tamanho da lesdo, a mitose e o tipo histologico (Tabela 10).
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Tabela 09 - Analises univariada e multivariada dos parametros clinico-patologicos associados com a presenga do
TIL nos melanomas orais/digitos em cées.

Parimetros Univariada Multivariada
Tamanho da lesao 0,820 0,003*
Presenca de ulceragdo 0,036* 0,284
Indice mitético 0,049* 0,165
Tipo histologico 0,0868 0,010*
Presenca de necrose 0,276 0,089
Producdo de melanina 0,373 0,004*
Atipia nuclear 0,018* 0,032*

*Selecionado pelas analises uni ¢ multivariada. Para a analise univariada foi utilizada a Correlagdao de Sperman
para verificagdo entre variaveis. Analise multivariada — regressdo logistica. Diferencas significativas para p<0.05
foi destacado por asterisco.

Tabela 10 - Analises univariada e multivariada dos parametros clinico-patologicos associados com a presenga do
TIL nos melanomas cutaneos em caes.

Variavel de desfecho  Univariada Multivariada

Tamanho da lesdo 0,002* 0,003*
Presenca de ulceragdo 0,297 0,286
Indice mitético 0,003* 0,004*
Tipo histologico 0,178 0,046*
Presenca de necrose 0,057 0,055
Producdo de melanina 0,626 0,616
Atipia nuclear 0,832 0,919

*Selecionado pelas analises uni e multivariada. Para a analise univariada foi utilizada a Correlagdo de Sperman
para verificagdo entre variaveis. Analise multivariada — regressao logistica. Diferencas significativas para p<0.05
foi destacado por asterisco.

Melanomas com taxas de sobrevida

A andlise univariada correlacionando os parametros clinico-patoldgicos e a presenca do
TIL relacionados as taxas de sobrevida foram tamanho, ulcerac¢do, necrose, produgdo de
melanina e a atipia nuclear. Na analise multivariada, o resultado apresentou relagéao significativa

com a condigdo, o infiltrado linfocitico e o tamanho (Tabela 11).

Estes resultados indicam que a presenca do TIL tenha desta forma influéncia com 0
crescimento e a progressdo tumoral, uma vez que esta relacionado a fatores progndsticos

relacionados a um pior prognostico.



55

Tabela 11 - Analises univariada e multivariada dos parametros clinico-patologicos ¢ 0 TIL associados com a

sobrevida nos melanomas em cées.

Variavel de desfecho

Univariada Multivariada

Condi¢do (vivo ou morto)
TIL (ausente ou presente)
Tamanho da lesdo
Presenca de ulceragdo
Indice mitético

Tipo histologico
Presenca de necrose
Presenca de metdstase
Producdo de melanina
Atipia nuclear

0,623
0,467
0,027*
0,027*
0,205
0,153
0,027*
0,623
0,005*
0,038*

0,000*
0,017*
0,001*
NS
NS
0,999
NS
NS
NS
0,235

*Selecionado pelas analises uni ¢ multivariada. Para a analise univariada foi utilizada a Correlagdo de Sperman
para verificagdo entre variaveis. Analise multivariada — regressdo logistica. Diferengas significativas para p<0.05

foi destacado por asterisco. NS — ndo significativo.
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Figura 16 — Céo com melanomas localizados primariamente na cavidade oral e pele. Lesdes em gengiva do ramo
mandibular direito (A) com superficie de corte enegrecida e metastase para linfonodo submandibular (setas) (B).
Nodulos cutaneo (C) e subcutaneo (D). Focos de metéstase neoplasica para costela (E), diafragma (F), figado (G),
prostata (H), rim (I), meninges (L), coragdo (M) e pulméo (N).

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 17 - Secg¢des histologicas coradas em HE evidenciando (A) proliferagdo de melandcitos neoplasicos em
cavidade oral, se estendendo as proximidades da glandula salivar, com focos de metastases para rim (B), prostata
(©), pulmao (D)-4

S o ) R T
stopathus.

Fonte: Laboratorio
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Figura 18 - Secgdes histologicas coradas em HE evidenciando metastases de melanoma para diafragma (A),
miocardio (B), costela (C) e meninge (D) — 40X/100X/100X/100X.
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7 DISCUSSAO

A etiopatogenia dos melanomas nos caes ainda ndo € totalmente compreendida, mas
aparentemente, difere do que se observa em humanos pois nao esta relacionada diretamente a
exposicao a radiacdo ultravioleta (GROSS et al., 2009) e sim a uma interagdo complexa entre
fatores ambientais e genéticos (BANDARCHI et al., 2013). Mesmo com a sua etiologia incerta,
alguns fatores progndsticos dos melanomas sao conhecidos, contudo, diante da heterogeneidade
desses tumores, 0 seu comportamento bioldgico nem sempre € previsivel.

A maioria dos estudos disponiveis na literatura consultada indicam auséncia de
predisposicdo quanto ao sexo para o desenvolvimento do melanoma (BERGMAN 2007;
GOMES et al., 2009). Contudo, alertam para uma leve superioridade numérica dos casos em
machos (CAMARGO et al., 2008; GOLDSCHMIDT e GOLDSCHMIDT, 2017), a exemplo do
observado no presente estudo. Esta discreta superioridade possivelmente resulte da prevaléncia
de cdes machos na popula¢do canina como ja relatado por Canatto e colaboradores (2012) e
Silva e colaboradores, (2010) em estudos de caracterizacdo demografica e epidemiologica.
Divergindo da maioria, Ramos-Vara e colaboradores (2000) e Rolim e colaboradores (2012),
ao estudar 129 e 35 casos de melanomas em cées, respectivamente, verificaram um maior
nimero de fémeas acometidas.

Quanto a média de idade, animais portadores de melanoma cutaneo apresentaram idades
variando de 1 a 15 anos, com média de 9,0 anos, um pouco inferior a sugerida por outros estudos
que ¢ de 10 anos de idade (BERGMAN 2007; CAMARGO et al., 2008; GOLDSCHMIDT e
GOLDSCHMIDT 2017; ROLIM et al., 2012). Em estudo retrospectivo de 338 casos de
melanoma oral canino, Ramos-Vara e colaboradores (2000) observaram idade média de 11,4
anos (01-19 anos), semelhante a média obtida neste levantamento para os melanomas orais, que
foi de 11,6 anos.

As ragas Chow Chow, Golden Retriever, Labrador Retriever, Schnauzer, Cocker
Spaniel, Poodles e os caes SRD, que apresentam pele e mucosas mais pigmentadas sdo mais
acometidas pelo melanoma oral (CAMPAGNE et al., 2013; GOLDSCHMIDT e HENDRICK,
2002; RAMOS-VARA et al., 2000). No presente estudo algumas dessas racas, a exemplo da
Rotweiller e Poodle e os caes racialmente indefinidos (SRD) apresentaram maior frequéncia de
melanomas na cavidade oral ou digitos. Com relagdo aos melanomas cutineos, verificou-se
resultado semelhante ao descrito na literatura, com animais SRD mais afetados, seguidos pelas
racas Yorkshire e Pinscher (CAMARGQO et al., 2008). A consideravel frequéncia dos animais

SRD, tanto na avaliagdo dos melanomas oral/digito quanto cutaneo, pode ser creditada ao
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grande numero desses animais compondo a populacdo canina do pais (CANATTO et al., 2012;
MACHADO et al., 2018; SILVA et al.,2010).

A maior predisposi¢do ao desenvolvimento de melanomas, independentemente, da
localizagao observada, nas ragas com pele, mucosa e/ou pelos pigmentados difere do constatado
em seres humanos, nos quais a maior frequéncia de melanomas ocorre em individuos de pele
clara, em especial 0s ruivos expostos a radiagao solar e sucinta uma discussao bem interessante.
Pessoas com este fenotipo possuem maior propor¢ao de feomelanina em relagao a eumelanina,
pois sdao portadores de variantes polimorficas ndo funcionais do MCIR nos melandcitos,
proteina que estd envolvida nos principais sistemas na regulacao da pigmentagao de mamiferos,
influenciando o tipo e quantidade de melanina sintetizada (NGUYEN e FISHER, 2018). Desta
forma, a ndo predisposi¢ao dos cdes para o melanoma secundario a exposi¢do a radiagdo UV
pode ser explicada por uma maior propor¢do da eumelanina nas ragas com pele e mucosa
pigmentadas, por outro lado, o que poderia ser um fator de protecdo torna-se nesta espécie um
fator predisponente, pois os disturbios proliferativos de melandcitos em cdes ocorrem com
maior frequéncia em regides pigmentadas (CAMPAGNE et al., 2013; GOLDSCHMIDT e
HENDRICK, 2002).

As lesdes melanociticas variam muito de tamanho, desde pequenas maculas a grandes
massas (GOLDSCHMIDT e GOLDSCHMIDT, 2017). A avaliagdo macroscopica revelou que
a maior parte dos melanomas cutaneos eram menores que dois centimetros, corroborando a
média descrita na literatura para essas lesdes cutaneas em caes (CAMARGO et al. 2008). Nos
melanomas orais e digitais grande parte das lesdes, foram enviadas para analise anatomo-
histopatologica, em sua totalidade e possuiam dimensdes iguais ou maiores a dois centimetros.
Esses resultados divergem dos observados por Ramos-Vara e colaboradores (2000) que
relataram dimensdes inferiores nos casos avaliados. Contudo, cabe ressaltar que a mensuragao
da lesdo no estudo de Ramos-Vara e colaboradores (2000) foi realizada nos cortes histologicos
que nem sempre contemplam toda a lesdo, enquanto no presente estudo o tamanho da lesdo foi
determinado por morfometria da pega durante a andlise macroscopica. Um importante fator que
deve ser considerado e que de certa forma explica a predominancia de lesdes menores na pele
¢ a facil visibilizacao da lesdao pelo tutor o que resulta no diagnéstico precoce. Ja as lesdes em
digito ou cavidade oral por seu turno, na maior parte das vezes, sao notadas quando o animal
apresenta alguma sintomatologia relacionada a lesdo, como claudicacdo e disfagia,
respectivamente.

Segundo Bergin e colaboradores (2011), Gomes e colaborados (2009) e Ramos-Vara e

colaboradores (2000), 0 melanoma ¢ a principal neoplasia maligna diagnosticada na cavidade
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oral de caes, sendo a gengiva (mandibular e maxilar) e os labios os sitios anatomicos mais
afetados. Corroborando os dados obtidos neste levantamento, em que os locais mais acometidos
na cavidade oral foram as gengivas maxilar e mandibular (42%), os labios (19%) e o palato
(12%). Nestas areas, caso 0 animal ndo apresente a mucosa completamente pigmentada,
normalmente se observa maior pigmentacdo pela melanose. No caso dos melanomas cutaneos,
a maior parte das lesdes estavam localizadas nas palpebras (23%), incidéncia inversa a descrita
por Camargo e colaboradores (2008), em que a palpebra apareceu em segundo lugar de
predilecdo para os melanomas.

Apesar de ndo ser considerado isoladamente um fator prognostico independente para o
melanoma, 0 ponto de corte para o indice mitotico (IM) possibilita a identificagdo do
comportamento bioldgico com maior ou menor agressividade, IM >4 e 3 ou IM <4 e 3, para os
melanomas orais/digitos e cutaneos, respectivamente (MEUTEN, 2017; SPANGLER e KASS,
2006). A maioria dos melanomas orais/digitos deste levantamento apresentavam IM >4 e a
maioria dos melanomas cutaneos apresentavam IM<3. Achado este que pode explicar a maior
dimensdo, a progressdo € 0 comportamento mais agressivo das neoplasias localizadas na
cavidade oral e digitos, associado em algumas vezes a Embolos neoplasicos em vasos linfaticos.

A ulceragdo foi um achado macroscopico e histopatolégico frequente nos melanomas,
independente da sua localizagdo. Achado semelhante ao descritos na literatura, onde as lesdes
malignas sdo ulceradas (CAMARGO et al., 2008). Este achado se deve tanto a atividade
juncional das células neoplasicas (infiltragdo para a epiderme e mucosa), causando a destrui¢io
das mesmas, por um crescimento excessivo da massa, Como também por um traumatismo auto-
infligido devido a boca e a pata serem mais propensas.

Nos melanomas localizados na cavidade oral e nos digitos o padrio histoldgico
predominante foram o misto e o epitelioide, com grande quantidade das compostas por células
com pouca quantidade de melanina. Semelhante ao descrito na literatura para a maior
frequéncia desses tipos histologicos nessas localizagdes, (GOLDSCHMIDT, 1985; ROLIM et
al., 2012) e a sua associacdo com a baixa producdo de melanina (ROLIM et al., 2012).
Enquanto, os melanomas cutdneos apresentaram o predominio do padrdo misto com alta
producédo de melanina, semelhante ao descrito por Ramos-Vara e colaboradores (2000). Apesar
do tipo histologico epitelioide e a baixa produgdo de melanina estarem relacionadas as lesdes
mais agressivas e associadas a outros achados que indicam pior prognoéstico, aparentemente o
tipo histologico e o grau de pigmentacdo da lesdo ndo apresentam muita significancia
prognostica para a espécie canina, mesmo a baixa produc¢do de melanina indicar uma menor

diferencia¢dao dos melandcitos neoplasicos (GOLDSCHMIDT e GOLDSCHMIDT, 2017).
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Os melanomas podem desenvolver metdstase para diferentes partes do corpo, em
especial para linfonodos regionais e pulmoes (GOLDSCHMIDT e GOLDSCHMIDT, 2017),
similar ao observado nos quatro animais submetidos a necropsia com linfonodos e os pulmoes
afetados. Porém, na maioria dos casos a abordagem clinica se restringe apenas a retirada da
lesdo primaria, mesmo apoés a obtengdo do diagndstico histopatologico de melanoma. Dos 117
casos avaliados, em apenas nove caes foi possivel avaliar os linfonodos regionais. Nestes caes
a grande maioria 7/9 (78%) apresentava metastase para linfonodos submandibulares, sitio de
metastase descrito como de predilegdo para os melanomas orais (RAMOS-VARA et al., 2000).

A analise da curva de sobrevida com base na localiza¢do ¢ tamanho dos tumores,
demonstrou que os animais com menores taxas de sobrevida tinham melanomas maiores e
localizados na cavidade oral e/ou digitos. Corroborando a literatura preexistente, em que essas
localizagdes sdo relacionadas ao pior prognostico € menores taxas de sobrevida (GILLARD et
al., 2014; SPANGLER e KASS 2006). Esses na maioria das vezes no momento do exérese ja
atingem dimensdes maiores e maior progressao, devido ao pelame, a cor da pele e a localizagdo
anatomica (digito e cavidade oral), que dificulta a deteccdo do tumor em estdgios iniciais de
crescimento.

O conhecimento do papel da resposta inflamatéria associado ao tumor, em especial, dos
linfécitos infiltrantes nos melanomas caninos ainda ¢ incipiente e controverso. Desta forma, a
analise da resposta imune do hospedeiro e a progressao da doenga pode apontar uma possivel
associacao e relagdo com fatores prognosticos € a sobrevida. No presente estudo, a avaliagao
morfologica das seccdes histologicas de melanoma revelou, grande quantidade de lesdes sem
resposta imune, em especial as cutaneas, mas, nos casos em que existia inflamagdo associada,
a predominancia do infiltrado leve e multifocal. A analise morfométrica, ratificou os resultados
da morfologia e revelou ser o linfocito o tipo celular predominante, seguido dos macrofagos,
independentemente da localizagdo tumoral. Similar ao que foi observado neste estudo com caes,
o melanoma cutaneo primdrio em seres humanos esta frequentemente associado a auséncia da
resposta inflamatoria ou a variados graus de infiltrados inflamatoérios, compostos
predominantemente de linfocitos (CLARK et al., 1989).

Outros estudos também demonstraram uma predominancia de melanomas cutaneos em
humanos sem resposta inflamatdria associada. Mas, quando presente o TIL era multifocal/focal
e relacionado ao melhor prognostico e maior sobrevida (DAY et al., 1982; LARSEN e GRUDE,
1978; LEE et al., 2013). Entretanto, ¢ importante ressaltar que esses resultados foram obtidos
em tumores superficiais (com até 3,65 milimetros de espessura). Quando avaliado em tumores

com maiores dimensdes, a presenca do TIL esteve relacionada a um pior prognostico,
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independente de outros fatores (tipo de célula tumoral, a pigmentacao e atipia celular, o indice
mitotico e a presenga de ulceracdo) (LARSEN e GRUDE, 1978). Por outro lado, em estudo
realizado por Day e colaboradores (1982), com 79 pacientes humanos diagnosticados com
melanoma em estadiamento clinico I, com espessura maior ou igual a 3,65 mm, mostrou que a
resposta linfocitaria ausente no tumor foi uma das quatro variaveis que melhor prediziam o
desenvolvimento de metastases Osseas ou viscerais. As outras trés varidveis relacionadas a
agressividade tumoral foram o tipo histoldgico, a localizacao da lesdo no tronco e acometimento
ou nao dos linfonodos. No presente estudo, as lesdes cutdneas em seu maior nimero nao
incitavam a reposta inflamatoria e esta ndo teve relacdo com a sobrevida. Enquanto auséncia
do TIL nos tumores da cavidade oral / digito esteve relacionada a uma menor sobrevida, quando
comparados aqueles que apresentavam uma resposta imune antitumoral mesmo que leve.

No presente estudo, alguns parametros clinico-patoldgicos mostraram associagao
significativa com a presenga do TIL, nos tumores orais/digitos (tamanho da lesdo, tipo
histologico, producdo de melanina e atipia nuclear) e cutaneos (tamanho, tipo histologico e
indice mitético). Naqueles animais em que foram obtidas informag¢des do acompanhamento do
paciente também foi observada associacao significativa da sobrevida com a presenca do
infiltrado linfocitico. Esses achados enfatizam relatos anteriores que destacam a importancia do
monitoramento dessas caracteristicas clinico-patologicas, a fim de compreender o
comportamento bioldgico do melanoma e a sua possivel influéncia do TIL nestes outros
aspectos (SMEDLEY et al., 2011; SPANGLER e KASS, 2006). Estudos realizados com
melanomas de humanos com tamanhos de até¢ 4,0 mm na espessura de Breslow indicam a
presenga do infiltrado linfocitico, independente da intensidade, como um fator progndstico
independente para a auséncia de metdstases em linfonodos sentinelas (SINNAMON et al.,
2018) e menor risco de morte de homens (THOMAS et al., 2013). Entretanto, alguns estudos
ndo demonstram correlagdo entre o TIL e a sobrevida dos pacientes (BARNHILL et al., 1996;
REDDY et al., 2014).

A auséncia do infiltrado linfocitico, nos tumores localizados na cavidade oral/digitos e
de maiores dimensdes, foram observados nos grupos de animais com menores taxas de
sobrevida. Como a sobrevida em dias apresentou associagdo positiva com a presenga dos
linfécitos, ¢ possivel que o maior numero de linfocitos infiltrantes nesses casos, seja
representado por células T CD8", relacionados ao melhor progndstico, contudo, tal hipotese
aventada ndo foi investigada no presente estudo, apesar de termos notado uma menor sobrevida
nos tumores com uma maior populagdo de células Treg (FoxP3™). Estes resultados ratificam a

necessidade de estudos adicionais que possibilitem a melhor caracterizagdo das subpopulagdes
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especificas do TIL e ainda marcadores de ativacdo das células imunes, uma vez que o infiltrado
pode ser constituido por células, que a depender do seu status de ativacdo, atuem com efeitos
positivos ou negativos sobra a imunidade e crescimento tumoral (THOMAS et al., 2013;
VIEIRA-FILHO et al., 2018).

Essas subpopulacdes do infiltrado inflamatdrio possuem diferencas na sua constituicao
quando comparados cdes saudaveis com portadores de neoplasias malignas, predominando o
aumento populagdo de células CD4"FoxP3*(Treg) nestes tltimos (BILLER et al., 2007). Na
avaliacdo imuno-histoquimica dos linfocitos do TIL nos melanomas orais / digitos nota-se uma
maior populagdo de linfocitos ativados CD4" e FoxP3* (Treg) nos tumores com maiores
dimensdes, mas, com baixo indice mitdtico. Este aumento na populacao de células inflamatorias
ocorre durante a progressdo tumoral refletindo um aumento da antigenicidade tumoral, mas,
sem, no entanto, representar uma supremacia de células ativadas com efetividade antitumoral
(HUSSEIN et al., 2006). Uma vez que, as células Treg possuem forte impacto sobre a ativa¢do
e a proliferagdo de células CD4" e CD8", suprimindo a resposta imune tipo 1 (Thl e Tcl)
(HORIUCHI et al., 2010) e atuam de maneira seletiva ao antigeno tumoral, levando a sua
ativacdo e/ou expansao clonal no microambiente tumoral e na circulagio (AHMADAZDEH et
al., 2019).

Na avaliagdo por citometria de fluxo do sangue e da massa neoplasica de caes com
melanoma oral, Tominaga e colaboradores (2010) observaram uma maior populacao de células
Treg na circulagao e no tumor, indicando uma proliferagao local, migragao seletivas dessa
subpopulacdo celular para o sitio neopléasico ou até mesmo uma conversao de células CD4" em
CD4"FoxP3" (Treg) promovida pelas células tumorais. Essa avaliagdo das subpopulagdes
presentes na resposta inflamatdria antitumoral também tem sido realizada em outros tipos de
neoplasias com estudos translacionais. Estrela-Lima e colaboradores (2010), além de identificar
o linfocito como principal tipo celular nos carcinomas mamarios caninos, também sugeriram
que o predominio de linfocitos T CD4* esta relacionado a evolugdo neoplasica, enquanto T
CD8" esta relacionado ao combate tumoral. Seguindo a mesma linha, Kim e colaboradores
(2012) correlacionaram a maior popula¢do de células Treg com o alto grau histoldgico e a
invasao linfatica em cadelas com carcinomas mamarios. Para estes autores, aparentemente a
predominancia de determinado subtipo de linfocito e suas interacdes com o microambiente
tumoral contribuird de forma marcante no papel na resposta inflamatéria como um potente
efetor contra o cancer ou estimulador do desenvolvimento tumoral.

A maior populacdo de células Treg também foi observada nos tumores com baixo indice

mitdtico e maior expressao do MiTF pelas células tumorais. Essa relagdao das células Treg com
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os tumores com maior expressao do MiTF se explica por este ser um importante componente
na manuten¢do da linhagem melanocitica (VLCKOVA et al., 2018), levando a diferenciagdo
celular e diminuigao da proliferacio (HARTMAN e CZYZ, 2015), e fazendo com que as células
FoxP3" reconhegam como antigenicamente normais, impedindo desta forma, a vigilancia
imunologica e o desenvolvimento da imunidade antitumoral (SUGIYAMA et al., 2013).

A avaliagdo da expressdo de MiTF e p38 pode ter grande importdncia para o
conhecimento da biologia das células neoplésicas, influenciado diretamente na diferenciacdo e
proliferagdo dos melandcitos neoplasicos (PLOPER e De ROBERTS, 2015; SHEN et al.,
2012). Células com baixa atividade do MiTF estdo associadas a um fendtipo celular mais
agressivo (HARTMAN e CZYZ, 2015), enquanto a p38 estd associada a promocdao da
melanogénese ¢ inibigdo do crescimento celular (SMALLEY e EISEN, 2000). De forma geral,
o maior nimero de melanomas cutaneos expressa o MiTF e a p38, sendo estes resultados
possiveis explicagdes para a maior diferenciacdo, menores dimensdes € menor agressividade
desses tumores (NISHIYA et al., 2016; SPANGLER e KASS, 2006), diferente dos melanomas
localizados na cavidade oral / digitos que tinham menor expressdao nos tumores de maiores
dimensdes e com indice mitotico elevado, assim como a lesdes primarias com focos
metastaticos. Observagoes essas que reforcam a observagao da maior sobrevida em animais que
os melanomas expressavam essas proteinas. A expressao do MiTF também esteve associada
aqueles tumores com a presenga do TIL, independentemente da localizagdo da lesdo, o que
indica que estes tumores apresentam uma maior diferenciagao celular e maior capacidade de
incitar uma resposta inflamatoria (SHEN et al., 2012; ZHANG et al., 2013). Entretanto, sem
necessariamente ser composto por células ativadas ou com atividade antitumoral (LADANY]
et a., 2011), tendo em vista que citocinas pro-inflamatérias estdo associadas a supressdo do
MITF e a quimiotaxia de células mieloides para o sitio tumoral (REINHARDT et al., 2017).

A p38 ¢ relacionada nao somente a indugao da apoptose, como também a senescéncia
das células neoplasicas (DIMRI et al., 1995), um indicador de resposta a tratamentos
quimioterapicos (ZHANG et al., 2013). Assim como na expressdo do MiTF, a p38 teve uma
maior expressao nos tumores orais/digitos menores e nos tumores cutaneos, nestes ultimos
principalmente nos de menores dimensdes. O que explica uma supressdao do crescimento
tumoral nestes tumores com menores dimensdes e comportamento bioldgico menor agressivo
(SMALLEY e EISEN, 2000). Enquanto que a sua expressao foi predominante baixa nos
tumores quando relacionamos ao indice mitdtico, possivelmente pela capacidade de ativagdo
de outras vias moleculares para o crescimento celular, como observado em linhagem celular de
melanécitos malignos (M24met) in vivo (AGUIRRE-GHISO et al., 2001). Nota-se ainda, a
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auséncia do TIL nos tumores orais / digitos que ndo expressao da proteina p38 nos, contrario
aos tumores cutaneos nos quais a grande maioria dos tumores com TIL expressam a proteina.
A maior expressao da p38 pelas células tumorais associada ao desenvolvimento da inflamacao
esta relacionada a supressao do crescimento tumoral por uma maior producdo de TNF-a pelas
células inflamatorias (HUANG et al., 2010). Indicando que sua expressdo nos tumores orais /
digitos sem resposta inflamatdria pode ndo ser efetiva ou ndo ativada para o controle do ciclo
celular, na sua agdo supressora na sinalizagdo de RAS ou por ativacdo de novas vias que levem
a proliferacdo (IVANOV e RONALI, 2000; LOESCH e CHEN, 2016).

Ademais deve-se considerar a possibilidade do TIL associado aos tumores maiores ser
anérgico ou senescente com perda dos seus efeitos antitumorais (HUSSEIN et al., 2006). Esses
resultados reforgam ndo s6 o potencial do TIL e a expressdo da MiTF e da p38 como possiveis
fatores progndsticos nos melanomas caninos, mas também sinaliza a possibilidade da avaliagdo
do TIL, como fator preditivo, influenciando na institui¢do de tratamentos, a exemplo da

imunoterapia que ja acontece na medicina.
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8 CONCLUSOES

Os melanomas caninos acometem principalmente animais mais velhos, machos e de
racas que apresentam pelagem e/ou pele pigmentadas, possivelmente com maiores quantidades
de eumelanina;

Os melanomas localizados no cavidade oral e digitos, ao contrario dos tumores
cutaneos, apresentavam o predominio de caracteristicas clinico-patoldgicas relacionadas ao
pior progndstico, como maiores dimensdes, ulceracdo, maior indice mitdtico, atipia nuclear,
desenvolvimento de metastase e menor sobrevida.

A maioria dos melanomas caninos, independentemente da localizagdo, ndo apresenta
resposta inflamatoria associada. Mas quando presente ela ¢ discreta, com distribui¢ao
focal/multifocal, predominantemente linfocitica e associada a tumores com maiores dimensdes.

A inflamag¢do nos melanomas cutaneos esta associada a maior expressao de MiTF e p38,
o que indica que nos tumores menores, o TIL tem influéncia na diferenciacdo € menor
progressao tumoral.

Nos melanomas orais / digitos a menor expressdao de MiTF e p38 estd acompanhada por
caracteristicas clinico-patologicas associadas ao pior prognostico, fortalecendo a ideia de
neoplasias menos diferenciadas com menor ativagao de vias apoptoéticas.

Nos melanomas caninos localizados na cavidade oral e digitos a presenca do TIL esteve
relacionada a maior sobrevida, enquanto a menor expressdo do MiTF e p38 esteve relacionada
as menores taxas de sobrevida nos melanomas caninos.

A populacdo de células T CD4" e FoxP3" no TIL esteve relacionada a maior expressao
do MiTF, indicando que apesar de um maior reconhecimento antigénico nesses tumores mais
diferenciados, a resposta inflamatoria pode ter papel supressor.

Apesar da resposta inflamatéria linfocitica nos melanomas em cées esta associada a
fatores clinico-patologicos prognoésticos. O seu papel ainda € controverso quando se observa o
mesmo isoladamente, tendo em vista o envolvimento de outros tipos celulares no
microambiente tumoral, como macrofagos e células NK. Desta forma, se faz necessaria a
imunofenotipagem dos linfocitos, com maior determinagao dos subtipos celulares envolvidos e

do seu estado de ativagao.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Avalingiio morfolégica, epidemiolégica, histopatolégics, imuno-
histoquimica ¢ da resposta inflamatéria dos melonomas canimos, registrada com o n° 10/2018, sob a
responsabilidade da Professora Alessandra Estrela da Silva Lima, e que envolve a produglio, manutengiio ou
utilizagiio de snimais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino), encontra-s¢ de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentaglio Animial (CONCEA), ¢ foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) da Escola de Medicina Veterindria ¢ Zootecnia da Universidade Federal da Bahia, em reuniio
ordindria do dia 09/04/2018.

Finalidade ( )Ensino (X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagiio 01/04/2018 a 01/04/2020
Espécie/linhagem/raga Canis lupus familiares/Cles
N° de aninais 50
Peso/ldade 2a50kg/ 1 a7anos
Sexo Machos ¢ fémeas
Origem Biopsias de animais atendidos na rotina do Centro Cirlirgico de
Pequenos Animais do HOSPMEV da UFBA e amostras advindas de
biopsias externas.
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