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PREFACIO

Este volume refere-se a Dissertacdao de Mestrado apresentada como requisito para
obtengado do titulo de Mestre apresentada a banca examinadora no Programa de Pods-

Graduacao em Patologia Ambiental e Experimental da Universidade Paulista.

De acordo com as normas do Programa, esta Dissertacdo é apresentada na forma de
artigo cientifico de autoria do aluno e organizada de acordo com as exigéncias do veiculo de

publicacao cientifica escolhido.

O periodico escolhido para submissao foi a Pesquisa Veterinaria Brasileira, sob o titulo
Aplicacao de parametros morfolégicos nucleares e epigéneticos no diagndstico diferencial de

tumores melanociticos cutaneos em caes.

Titulo: Aplicagdo de pardmetros morfolégicos nucleares e epigéneticos no diagndstico
diferencial de tumores melanociticos cutaneos em céaes.

Autores: Oliveira, V.M.; Ruffino, C.C.; Aquino, N.P.; Alves, C.S.; Silva, R.A.; Xavier, J.G.
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Aplicacdo de parametros morfoldgicos nucleares e epigenéticos
no diagnadstico diferencial de tumores melanociticos cutineos em
caes

Viviane Marques de Oliveira 1; Caroline Cellero Ruffino 2;Nathalia Piotto de Aquino?;
Camila Sabaudo Alves! ; Rodrigo A. Silval;José Guilherme Xavier?.

ABSTRACT Oliveira, V.M.; Ruffino, C.C.; Aquino, N.P.; Alves, C.S.; Silva, R.A.; Xavier, ]J.G. 2022.
Application of epigenetic and morphological nuclear parameters in the differential
diagnosis of cutaneous melanocytic tumors in dogs. Pesquisa Veterindria Brasileira, 2022.
Programa Programa de Pds-Graduagdo em Patologia Ambiental e Experimental da Universidade
Paulista - UNIP, Universidade Paulista - UNIP-Medicina Veterinaria-Iniciacdo Cientifica- Rua
Doutor Bacelar, 1212-Vila Clementino, Sdo Paulo- SP, CEP: 04026-002, Brasil E-mail:
mv.vmoliveira46 @gmail.com .

Melanocytic proliferative lesions follow different species of animals, showing potential for
studies in comparative pathology. Benign (melanocytoma) and malignant (melanoma)
cutaneous melanocytic neoplasms suggest great variation between cells, making it difficult for
the pathologist to differentiate and distinguish them.In the current studies, morphometric and
molecular tools were implemented in the search for additional distinctive indicators between
the two conditions, related to nuclear morphological characteristics and epigenetic alterations
in the neoplastic population. Eighteen samples were obtained of dogs with cutaneous
melanocytic lesions, these were embedded in paraffin and diagnosed with histopathology. To
distinguish the differences between them and to evaluate the methylation pattern of the LINE-1
element, morphological guidelines such as nucleolar frequency, nuclear score and
morphometry, and epigenetics were used. The results related to nucleolar frequency, nuclear
score and nuclear guideline showed a significant difference statistically between benign and
malignant samples. The hypomethylation of the LINE-1 transposition element has been
highlighted as a biomarker, useful for understanding molecular bases, early detection and
prognostic information in human cancers, including melanocytic cancers. There was a significant
difference between the groups with the 5-meC/5-hmeC ratio, with hypermethylation in
melanomas. To summarize, the results indicate the possibility of using these guidelines to
distinguish between the diagnosis of cutaneous melanocytic lesions in dogs.

Index-Terms: morphometry, melanoma, melanocytoma, LINE-1, hypomethylation.

RESUMO As lesdes proliferativas melanociticas acompanham diferentes espécies de animais,
apresentando potencial em estudo na patologia comparada. As neoplasias melanociticas
cutaneas benignas (melanocitoma) e malignas (melanoma) apresentam grande variacio entre
as células, dificultando a diferenciacdo e distingdo para o patologista. Neste presente estudo
foram empregadas ferramentas morfométricas e moleculares na busca por parametros
distintivos adicionais entre as duas condi¢des, relacionados as caracteristicas morfolégicas
nucleares e as alteragdes epigenéticas na populacdo neoplasica. Foram obtidas 18 amostras de
lesdbes melanociticas cutaneas de caes, emblocadas em parafina e diagnosticadas
histopatologicamente. Para a diferenciacdo entre elas foram utilizados pardmetros morfolégicos
como frequéncia nucleolar, escore e morfometria nucleares, e epigéneticos, avalaindo-se o
padrdo de metilagdo do elemento LINE-1. Os resultados relativos a frequéncia nucleolar, ao
escore nuclear e ao perimetro nuclear evidenciaram diferencga estatisticamente significante
entre as amostras benignas e malignas. A hipometilacdo do elemento de transposicdo LINE-1
tem se destacado como biomarcador, util para a compreensdo de bases moleculares, detec¢cdo
precoce e informacao progndstica em canceres humanos, entre eles os melanociticos. Houve
diferenca significante na razao entre 5-meC/5-hmeC entre os grupos, com hipermetilagdo em
melanomas. Em sintese, os resultados indicam a possibilidade de utilizacdo destes parametros
para o diagnostico diferencial entre as lesdes melanociticas cutaneas em caes.

Termos de Indexagdo: Morfometria, Melanoma, Melanocitoma, LINE-1, Hipometilac¢ao.
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INTRODUGAO

A oncologia veterinaria € uma area em crescimento devido ao aumento na casuistica de
lesdes oncoldgicas em animais de companhia, demandando maior incremento nas investigacdes
relacionado a biologia e diagnéstico de processos neoplasicos (Rosenthal, 2004).

As lesdes proliferativas melanociticas acompanham diferentes espécies animais,
apresentando potencial para estudos em patologia comparada, estando relacionadas, como as
demais neoplasias, a alteragdes genéticas e epigenéticas (Hanahan & Weinberg, 2011). Em
consonancia com o sistema classificatério revisado da OMS (Goldschmidt et al.1998),
empregaremos o termo melanocitoma para referir os processos proliferativos benignos e
melanoma para as lesdes malignas derivadas de melandcitos.

Os melandcitos sdo células dendriticas, encontradas intercarladas com as células basais
da epiderme e do bulbo piloso, derivando de uma populagao germinativa de melanoblastos, de
origem neuroectodérmica (Goldschmidt, 2002). Durante a vida fetal, melanoblastos migram da
crista neural para os bulbos pilosos, maturando em melanécitos. Alguns param na derme, e
constituem a populacdo de melandcitos dérmicos, enquanto outros alcangam a epiderme. Assim,
expansdes melanociticas cutdneas podem derivar da derme, de anexos ouda epiderme (Gross et
al,, 2005).

Alguns autores propdem o emprego do melanoma canino como um modelo para a
compreensdo do melanoma na espécie humana (Simpson et al., 2014), particularmente naqueles
independentes da acdo da radiagdo ultra- violeta, como os melanomas acrais e de mucosas
(Yasumaru, 2019).

Nos cdes, as neoplasias melanociticas compreendem entre 4 e 6% dos tumores cutineos
com o predominio das les6es benignas (Smith et al., 2002; Conroy, 1983; Pulley & Stannard,
1990; Goldschmidt & Shofer, 1992; Goldschmidt & Hendrick, 2002). Em termos gerais, os locais
mais acometidos sdo a cavidade oral (56%), pele (19%) e olhos (2%) (Dias, 2013; Smith et al
,2002).

A localizagdo anatémica sugere como um fator prognéstico significante, mas nao
preditivo. Sendo assim, o melanoma em cavidade oral é considerado mais agressivo e de pior
prognostico, comparados a neoplasmas localizados em pele, porém quando em digitos tem o
pior prognéstico. Sexo, raca e idade, parecem nao ter influéncia no comportamento biolégico
tumoral (Bergman et al.,2013;Smedley, 2011).0 estadiamento consiste na classificacdo clinica
TNM para o melanoma cutdneo, considerando tamanho, presenga de metastases em linfonodos
regionais e distantes (Bergman et al., 2013). Sao afetados cdes entre 3 e 15 anos de idade, com
maior ocorréncia em animais entre 9 e 13 anos (Bostok, 1979; Modiano et al,1999; Smith et al
,2002) . Embora nao haja predisposicdo de género, existem relatos indicando maior risco
associado a cdes de ragas pequenas, como o scottish terrier, poodle toy, schnauzer miniatura e
standard, cocker spaniel, chow-chow, setter gordon e irlandés, golden retriever e dobermann
pinscher (Goldschmidt & Hendrick, 2002; Ramos-Vara et al., 2000).

0 diagnéstico depende da avaliacdo citoldgica e/ou histopatoldgica a partir de amostras
realizadas por bidpsia incisional ou excisional. Para a distingdo entre benignidade e malignidade
emneoplasias melanociticas sdo utilizados alguns critérios histoldgicos como: atipia nuclear,
nivel de infiltracdo, presenca de necrose e, em especial, o indice mitético (Smedley et al .,2011;
Spangler & Kass,2006).

Lindholm & Hofer (1986) referiram grande heterogeneidade celular em lesdes
proliferativas melanociticas cutaneas, benignas e malignas em humanos, dificultando a
diferenciagdo entre os processos. No entanto, Donizy et al. (2017) evidenciaram, em melanomas
cutaneos humanos, pior progndstico associado a menor tempo livre de doenga e sobrevida em
lesdes dotadas de nucléolos mais frequentes e em maior nimero, revigorando o interesse por
abordagens morfoldgicas.

Ainda em termos morfoldgicos, caracteristicas morfométricas nucleares tém sido uteis
na distin¢ao, principalmente, entre lesdes epiteliais benignas e malignas, em diferentes tecidos
como estdmago, intestino, cértex adrenal, préstata, e urotélio humanos (Poropatch et al. 2016;
Diaz-Cano et al, 1993; Jarvis; Whitehead, 1975), mas também em lesdes mesenquimais, como
nos mastocitomas caninos (Strefezzi etal., 2003).

Ainda no sentido de ampliar o conhecimento e a compreensdo das neoplasias
melanociticas, a abordagem de eventos epigenéticos potencialmente pode complementar a



caracterizacdo do carater da lesdo. A epigénetica se caracteriza por modificagdes herdavéis na
expressio génica e que ndo alteram as sequéncias das bases do DNA (Deans e Maggert, 2015;
Tollefsbol, 2017). Essas modificacdes sdo feitas e desfeitas regularmente, e estes mecanismos
epigenéticos controlam as modificacdes (Feinberg, 2001; Rodrigues et al.,2019). A metilacao do
DNA estd relacionada a adicdo do grupo metila ao 5-C (quinto carbono) da citosina de um
dinucleotideo CpG, sendo fundamental para o desenvolvimento normal das células e a
estabilidade génica (Melo, 2015). A hipermetilacdo esta associada a inativagdo de genes
supressores tumorais e a hipometilacdo aponta para a instabilidade cromossomica e ativacdo de
proto-oncogenes, antes silenciados, porém agora ativados, estimulando a proliferacio celular
(Venza etal., 2010; Wu & Sun, 2006). Segundo Molognoni et al. (2011), a metilacdo do DNA tem
um papel importante no processo de transformacdo dos melanécitos. Em humanos, cerca 17 %
do genoma é abundante com sequéncias repetitivas e intercaladas originadas de
retrotranposons como a LINE-1 (L1) (Furano, 2000). Essas L1 ativas utilizam um mecanismo de
“copiar e colar”, para se inserir no genoma, por meio do RNA remodelando o genoma individual,
podendo tornar-se uma fonte de mutagénese, como no cancer, perpetuando um papel
importante na instabilidade do genoma (Feinberg, 2004). O padrio de metilagdo de LINE-1 no
sangue periférico tem sido associado ao risco de cancer, diferindo em diferentes tipos de cancer
em humanos. A hipometilagio do DNA no sangue periférico tem sido sugerida como um
biomarcador para risco de cancer (Friso, 2013). Estudos em lesdes melanociticas humanas
sugerem a ocorréncia de alteracdes epigenéticas, inclusive relativas a metilagdo do elemento
LINE-1aspectoainda pouco explorado em lesdes analogas caninas.

Nesse estudo, sdo investigados aspectos morfolégicos nucleares e cariométricos nas
células neoplasicas de melanocitomas e de melanomas cutineos caninos, além do padrado de
metilacdo do elemento LINE-1, avaliando-se a relevdncia dessas andlises no diagndstico
diferencial dessas condigdes.



MATERIAIS EMETODOS

Amostras. Foram avaliadas, 18 lesdes melanociticas cutidneas provenientes de cies, machos e
fémeas, previamente diagnosticadas como melanocitomas e melanomas, a partir dos arquivos do
Laboratério Rous Patologia Animal Ltda.

Classificacao histopatoldgica. Cortes histolégicos de aproximadamente 5pm corados pelo
método de hematoxilina- eosina foram classificados de acordo com critérios estabelecidos em literatura
(Ramos-Vara et al., 2000; Smith etal., 2002; Spangler e Kass, 2006).

indice mitético. Obtido a partir da contagem de mitoses em 10 campos de grande aumento
(CGA), utilizando a objetiva de 40x.

Frequéncia nucleolar. Foi avaliada a presenca de nucléolos nas células neoplasicas. A frequéncia
nucleolar foi obtida a partir da pesquisa da presenca de nucléolo em 200 células neoplasicas, sendo
avaliados 04 campos de grande aumento (40x) por formagio, em areas de maior pleomorfismo (“hot
spots”). O resultado foi expresso em percentual de ocorréncia.

Escore nuclear. O escore nuclear foi obtido de modo semiquantitativo, usando uma escala de
graduacdo a partir da investigacdo de atipia nuclear em 100 células neoplasicas, em objetiva de 40x,
gerando umescore numérico (de 0 a 10) correspondendo ao percentual de células com atipia nuclear:

0. Auséncia de nucleos atipicos;
1. De 1 a 9% de nucleos atipicos;
2. De 10 a 19% denucleos atipicos;

10. De90a 100% dos nucleos atipicos.

Para fins praticos, os escores foram agrupados em: de 0 a 3 (leve), de 4 a 8 (moderado)
e 9a 10 (severo).

Morfometria nuclear. Os cortes teciduais foram analisados em microscépio 6ptico, a partir dos
quais foram obtidas imagens digitalizadas, capturadas pelo fotomicroscépio OPTICAM®, a partir de 4
campos de grande aumento (40x) por formagdo, em areas de maior pleomorfismo (“hot spots”). Em cada
um dos campos foram mensuradas 50 células neoplasicas, a partir da delimitacdo manual de seu nucleo,
com o auxilio do cursor. Com o emprego do software Metamorph®, foi procedida a avaliacdo
morfométrica considerando-se o perimetro nuclear, expresso em pixels (Strefezzi et al, 2003).

Avaliacdo Epigenética

Extracao do DNA gendmico. Para obtencdo do DNA gendmico (gDNA), cortes histoldgicos
fragmentados foram homogeneizados em 0,5 mL de tampao de extragdo (10 mM Tris HCI pH 7,8, 5 mM
EDTA, 0,5 % SDS). Para extracdo do gDNA, as amostras foram inicialmente digeridas com proteinase K (20
mg/mL) por 16 horas a 56°C.No dia seguinte foi adicionado 0,5 mL de fenol-cloroférmio equilibrado (pH
8,0) e homogeneizados manualmente até a formagao de uma emulsdo leitosa. Em seguida as amostras
foram centrifugadas (15 minutos a 14.000 rpm) a temperatura ambiente. Ap6s o término da centrifugacdo
o sobrenadante foi cuidadosamente coletado e transferido para um novo tubo. Apéds este procedimento,
foram adicionados 500 pL de cloroférmio e incubados por 15 minutos a temperatura ambiente. As
amostras foram novamente centrifugadas (15 minutos a 14.000 rpm), o sobrenadante coletado e foram
adicionados 1 ml de alcool 100% gelado e 150 pL de acetato de s6dio 3M. Apds incubagdo (2 horasa - 70°C)
0 gDNA foi precipitado por centrifugacdo (15 minutos a 14000 rpm).Apoés a lavagem do etanol 70% gelado
em agua DEPC estéril, o gDNA foi ressuspendido em 50 pL de 4gua DEPC estéril. A quantidade e pureza do
gDNA extraido foram estimadas em aparelho de espectrofotometria, utilizando as razées OD 260/280 (=
1,8) e OD 260/230 (= 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience).
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Tratamento enzimatico do DNA. Para determinac¢ido do contetido de 5-metilcitosina (5-meC) e
5-hidroximetilcitosina (5- hmeC) cada amostra de gDNA foi dividida em trés tubos contendo a mesma
concentrac¢do (400 ng) e incubados a 37 °C por 2 h com 1X NE buffer, 40 mM de glicose UDP e 1 unidade
da enzima T4-f- glicosiltransferase (T4-BGT) em rea¢ao com volume final de 20 pL. Esta enzima transfere
especificamente a porcdo de glicose da difosfoglucose de uridina (UDP-Glc) para 5- hidroximetilcitosina
(5-hmeC) pela reacdo de glicosilacdo, produzindo o produto beta-glucosil-5- hidroximetilcitosina, o qual
bloqueia especificamente a atividade de endonuclease Mspl e faz com que ela reconhega apenas as
sequéncias de CCGG metiladas e ndo metiladas, mantendo integras as regides CCGG hidroximetiladas.Em
etapa seguinte, as amostras foram incubadas a 65 °C por 15 min para inativagdo da enzima T4-BGT (New
England Biolabs, Beverly, MA, EUA). Apés o tratamento com a enzima T4-BGT os tubos foram digeridos
com as endonucleases Mspl (New England Biolabs, Beverly, MA, EUA), que reconhece todas as sequéncias
CCGG (metiladas e ndo metiladas), com excecdo apenas das sequéncias CCGG com o produto beta-glucosil-
5-hidroximetilcitosina e pela Hpall (New England Biolabs, Beverly, MA, EUA) que reconhece todas as
sequéncias CCGG com a diferenca de que sequéncias CCGG metiladas promovem a inibicdo de sua atividade
catalitica. No terceiro tubo foi adicionado a mesma quantidade de H20 (gDNA nao digerido - controle 100
%). Todas as reagdes foram realizadas separadamente com volume final de 25 pL a 37°C por 2 horas.

Determinacdo do padrao global de metilagio. O padrio de metilacio (5-meC) e
hidroximetilagdo (5-hmeC) da regido promotora do elemento LINE-1 foi determinado em reagdes de qPCR
contendo SYBR Green [ Master 2x (5 @L) 0,5 nM de iniciadores especificos [F (3'-GCG CGC AGT TGC TGT
TAC TGT 5'); R (3'-GCT CCA GGG AGT TGG AGC AG 5')] (Lee et al, 2019), 1 uL (16 ng) de gDNA tratado
(nas 3 condig¢bes: H20, Mspl e Hpall) e q.s.p de H20 livre de nuclease. As sequéncias foram blastadas para
confirmacao da localizagdo cromossdmica pela ferramenta de PCR in-silico (https://genome.ucsc.edu/). A
obtencdo dos valores percentuais referentes a metilacdo e hidroximetilagio foram calculados de acordo
com Nestoretal. (2012).

Anadlise estatistica. Os parametros morfol6gicos nucleares (frequéncia nucleolar, escore nuclear),
e morfométricos, perimetro nuclear, foram avaliados estatisticamente com o emprego do software
Graphpad Prism9®, utilizando-se o teste t de Student, ndo pareado, sendo o nivel de p<0,05 considerado
estatisticamente significante.
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RESULTADOS

Foram avaliadas lesdes provenientes de 8 fémeas e 10 machos. No Quadro 1 estdo relacionadas as
amostras cutineas representadas, com a caracterizacdo de raga, género, idade, localizacdo, diagnéstico, indice
mitético, escore nuclear e frequéncia nucleolar. As amostras foram obtidas a partir de arquivos do Laboratério
Rous Patologia Animal Ltda, diagnosticadas histopatologicamente, a partir de cortes corados pela
hematoxilina/eosina (HE).

Quadro 1. Lesdes melanociticas cutdneas caninas avaliadas, considerando raca, género, idade,
localizagdo, diagnostico, indice mitético(IM), escore nuclear (EN) e frequéncia de nucléolos

(Nolo).
Registro Raca Género Idade Local Diagnéstico IM EN Nolo
122012006B labrador F 9 axila melanocitoma 0 1 46
103022002 staffordshi M 7 escapula melanocitoma 0 2 26
103062003 S::D F 6 perianal melanocitoma 1 2 14
115072010 schnauzer M 10 focinho melanocitoma 0 2 42
103122004 SRD M 10 perianal melanocitoma 2 2 19
111122011 pointer F 9 pele melanocitoma 1 1 38
123122016B SRD F 13 periocular melanocitoma 1 3 28
104012105 rottweiler F 11 MAE melanocitoma 1 3 24
109032005 SRD F 11 perianal melanoma 11 5 74
101042002 SRD M 8 falange melanoma 9 3 67
111042002 SRD F 16 abdomen melanoma 9 5 75
104062007 SRD M 14 MPD melanoma 8 3 28
110062001 SRD M 1 MPE melanoma 9 3 24
119082009 SRD M 10 prepucio melanoma 15 4 39
116092004 SRD M 10 MPE melanoma 16 3 51
109122003B rottweiler F 9 perianal melanoma 9 2 51
123012101 schnauzer M 14 prepucio melanoma 11 7 59
103022103 SRD M 12 abdomen melanoma 18 4 48
Fonte: Xavier, ] G.; 2021

Das amostras analisadas, 61% foram provenientes de cdes SRD, sendo diagnosticados

histopatologicamente como 3 melanocitomas e 8 melanomas. Considerando-se os cdes de raga, predominaram os
schnauzers e rottweilers, com 2 amostras de cada. As formagdes foram provenientes de diferentes regides
corpéreas, predominando territério troncular e membros. A idade média de acometimento foi de 9,4 anos para os
melanocitomas e 11,5 anos para os melanomas. Nos primeiros foi frequente a pigmentacao, com frequente
obscurecimento das estruturas nucleares. De maneira geral as células exibiram maior homogeneidade
morfolégica, como nucleos ovalados e cromatina frouxa (figura 1). J4 nos melanomas as caracteristicas de
anaplasia foram mais intensas, envolvendo aumento de relagdo nucleo/citoplasma, anisocariose,
macronucléolos, incremento mitoético e eventual auséncia de pigmentacio (figura 2).



11

Fonte: Xavier, ] G.; 2021

Figura 1. Fotomicrografia de corte histolégico de melanocitoma cutdneo canino, exibindo homogeneidade
celular, com o predominio de células pequenas, amiide pigmentadas, com frequente obscurecimento nuclear.
Cromatina frouxa, nucléolos indistintos. H/E.

Fonte: Xavier, ] G.; 2021

Figura 2. Fotomicrografia de corte histoldgico de melanoma cutaneo evidenciando a presenca de populagdo
neoplasica organizada em ninhos, com anisocariose, nucléolos evidentes e frequentemente multiplos. H/E.
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A caracterizagdo nuclear envolveu o emprego de avaliagdo morfolégica convencional e de
ferramenta morfométrica. Os resultados foram submetidos a avaliacdo estatistica, com o emprego
do teste T de Student, ndo-pareado (figuras 3a 5).

Quanto a frequéncia nucleolar nas amostras, expressa em percentual, obtivemos, em
melanocitomas 29,03+ 4 e em melanomas 55,8+ 4,14, sendo caracterizada diferenca
estatisticamente significante com p<0,004, a partir do teste T de Student nio pareado (figura 4).
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Figura 4. Grafico apresentando a frequéncia nucleolar, em percentual, nas células de
melanocitomas e melanomas, com diferenca estatisticamente significante, p<0,004, teste T de
Student ndo-pareado.

Em relagdo ao escore nuclear, um indicador de atipia nuclear, os melanocitomas
apresentaram o valor médio de 2,0+ 0,27, enquanto os melanomas 4,0+ 0,49, sendo caracterizada
diferenca estatisticamente significante, a partir do teste T de Student ndo pareado, com p<0,004
(figura 3).

escore nuclear

5_
4_
3-
2- I
14
(1] T
-3
& &
& o
\'&o (&
6&

Figura 3. Grafico apresentando o escore nuclear, em melanocitomas e melanomas cutdneos, com diferenca
estatisticamente significante, p<0,004, teste T de Student ndo-pareado.

A partir da avaliagdo morfométrica, foi mensurado o perimetro nuclear (em pixels), com o
valor médio de 182918+ 1712 e 207914+ 6667, respectivamente, em melanocitomas e melanomas,
sendo caracterizada diferenca estatisticamente significante com p<0,0001, a partir do teste T de
Student nao pareado (figura 5).
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Figura 5. Grafico apresentando o perimetro nuclear, expresso em pixels, em amostras de melanocitomas e
melanomas caninos, com diferenca estatisticamente significante, p<0,0001, teste T de Student ndo-pareado.

Emrelacdo a avaliacdo epigenética, foi aferido o padrdo de metilagcdo do elemento LINE-1, com
destaque para a diferenca estatisticamente significante entre os grupos relativa a razdo 5-meC/5-
hmeC (Figura 6).
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Figura 6. Representacio grafica da avaliagdo da metilagdo do elemento LINE-1 em melanomas cutineos,
considerando as marcas 5-meC (metilacdo) e 5-hmeC (desmetilagdo) , onde ndo houve diferenca
significativa entre melanocitoma e o melanoma e a razdo entre elas 5-meC/5-hmeC , na qual foi possivel
verificar que no melanoma esta hipermetilado, com diferenca estatisticamente significante.
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DISCUSSAO

As neoplasias melanociticas representam um problema de satde publica. Lesdes dessa
natureza estdo distribuidas em humanos e em diversas espécies animais, como equinos, suinos ecies.
Os ultimos, usualmente abordados com um modelo biolégico de ocorréncia natural, ganhando
destaque na busca pela compreensio da biologia desses processos (Simpson et. al.,, 2014). Em literatura
ndo ha comprovacgao sobre predisposi¢do sexual, entretanto diversos estudos relatam maior incidéncia
em machos. Embora pequena nossa amostragem estd em consonancia com essa observagao, tendo sido
avaliadas 10 lesdes em machos e 8 em fémeas. Predominaram animais SRD (11/18), seguindo-se
schnauzers e rottweilers, com 2 exemplares de cada. De acordo com Ramos-Vara et al. (2000), os
schnauzers estdo entre as ragas mais acometidas. Em um estudo de Camargo et al. (2008) com
melanomas cutaneos, os cies SRD tiveram maior frequéncia, seguidos da raca rottweiler.

7

Um aspecto particularmente instigante nessa condi¢do é a relagdo entre comportamento
bioldgico e localizagdo lesional. Nesse sentido, formag¢des melanociticas orais e labiais sao
hegemonicamente malignas, enquanto as cutdneas em geral envolvem um progndstico favoravel
(Bergin et al, 2011; Smedley et al., 2011) . Assim, lesGes em mucosa oral sdo naturalmente mais
agressivas, implicando em menor sobrevida média (147 dias), quando comparadas as digitais e labiais
(676 dias), e as de outras localidades cutaneas (725 dias) (Spangler & Kass, 2006). Esta é uma possivel
explicacdo para a menor disponibilidade de estudos acerca das lesdes melanociticas cutineas caninas,
se comparadas as orais. Em certa medida, este estudo visa fomentar uma maior compreensao acerca
dessas condicoes ainda incompletamente investigadas. As lesGes melanociticas compdem uma fracdo
relevante das neplasias cutdneas caninas, correspondendo, os melanocitomas, entre 3-4% desse
contigente, e os melanomas entre 0,8 e 2% (Conroy, 1983; Goldschmidt & Shofer, 1992). Considerando
as amostras deste estudo, todas referentes a pele, pudemos observar que as lesdes em regido de cabega
foram benignas, enquanto as prepuciais, malignas. Este dltimo achado esta de acordo com a
observacdo de Smith et al. (2002) na qual consideram que, além de labios, outras juncdes
mucocutdneas sio sitios frequentes de expansdes malignas, como prepucio, vulva, anus e focinho.
Também nas formagdes em membros houve uma tendéncia a malignidade, sendo diagnosticado 1
melanocitoma e 4 melanomas. Ressalta-se que dentro desse grupo estdo as lesdes digitais,
caracteristicamente relacionadas a pior prognéstico dentre todas as localidades cutineas, com
sobrevida dos pacientes em 2 anos de 56%, quando a média para as demais regides cutdneas para o
periodo é de 83,8% (Laprieetal., 2001).

A faixa etaria dos animais acometidos estd de acordo com o descrito em literatura,
comlesdes malignas acometendo animais mais velhos (Goldschmidt & Shofer, 1992; Goldschmidt &
Hendrick, 2002, Nishiya et al,2016), com idade média de 10 anos para os cdes com melanocitomae 11
anos para os com melanomas.

O diagndstico diferencial entre as lesdes melanociticas caninas representa um desafio, dada a
relativa inespecificidade de parametros morfolégicos classicos, como as dimensdes tumorais e as
caracteristicas citologicas de anaplasia. Existem achados controversos sobre a correlacdo entre
dimensdes tumorais e comportamento biolégico, com dois estudos indicando correlagdo negativa entre
aumento de volume tumoral e tempo de sobrevida em melanomas orais (Hahn et al., 1994; Proulx et
al,, 2003). Ja Millanta et al., 2002, ndo encontraram relagio entre tamanho e comportamento biolégico
em lesdes melanociticas cutaneas caninas. A capacidade de distingdo entre benignidade e malignidade
a partir de caracteristicas histologicas também tem sido fonte de controvérsia, em particular pela
subjetividade da avaliagdo morfoldgica e pela heterogeneidade das populagdes celulares (Smedley et
al,, 2011).

Consoante com a natureza da condi¢do oncoldgica, enfocamos a abordagem de pardmetros
nucleares para avaliar as diferencas entre expansdes benignas e malignas, considerando parametros
morfolégicos classicos, morfométricos e epigenéticos.

Os critérios de malignidade nucleares para distin¢do entre neoplasias melanociticas benignas
e malignas incluem: pleomorfismo nuclear, anisocariose, macrocariose, hipercromasia, e figuras de
mitoses atipicas (Daleck, 2016; Smedley et al.,2011; Spangler & Kass,2006).

Nesse sentido, merece destaque a utilizacdo da atividade proliferativa e da fracdo de
crescimento tumoral na distin¢do entre condi¢cdes benignas e malignas (Roels et al., 1999; Laprie et
al,, 2001). Roels et al., (1999) visando a redugio da subjetividade na avaliacdo, compararam a fracdo
de crescimento entre melanocitomas e melanomas caninos, com o emprego da imunomarcacdo pelo
Ki-67, observando diferenca estatisticamente significante entre eles. Posteriormente Laprie et al.
(2001) obtiveram uma relacao direta entre indice mitético (obtido a partir da contagem de mitoses em
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10 campos de grande aumento consecutivos (CGA) e a imunoexpressao de Ki-67, sendo a contagem
superior a 2 mitoses em 10CGA indicativa de menor sobrevida. A partir dessas informagdes o principal
parametro utilizado na distincdo entre lesdes benignas e malignas de origem melanocitica passou a ser
o indice mitético.

As caracteristicas morfologicas, naturalmente mais subjetivas, foram deslocadas para uma
posicdo secundaria. No entanto, recentemente, a partir do estudo de Donizy et al. (2017), evidenciando
relagcdo entre morfologia nucleolar (frequéncia, tamanho e niimero) e comportamento biolégico em
lesdbes melanociticas humanas, esses pardmetros voltaram a ganhar destaque na investigacdo
oncolégica. Ha evidéncias de que os mecanismos que controlam a proliferacdo celular também
regulam a taxa de biogénese ribossdmica, relacdo observada em células cancerigenas, sugerindo que
as alteragcdes em genes supressores tumorais ou em proto-oncogenes, regulam positivamente a
biogénese do ribossomo, aumentando as dimensdes nucleolares e a taxa de proliferacao celular (David-
pfeuty, 2006; Sulic’s et al.,2006). Neste estudo, em acordo com os achados de Donizy et al. (2017) a
avaliacdo da frequéncia nucleolar, demonstrou diferenca estatisticamente entre lesdes benignas e
malignas, com incremento nucleolar nas ultimas.Em complemento, as atipias nucleares também foram
avaliadas por meio do escore nuclear, Segundo Campagne et al, 2013; Millanta et al., 2002; Spangler
& Kass, 2006, a atipia nuclear sinaliza para um prognéstico desfavoravel. Em nosso estudo avaliamos o
escore nuclear um indicador de atipia nuclear, sendo identificados escores inferiores em
melanocitomas.

Outro paramétro analisado neste estudo foi a morfometria nuclear, ainda pouco ultilizada na
medicina veterinaria. De acordo com Andrea et al. (2008), informag¢des importantes para o diagnéstico
e progndstico podem ser obtidas através da avaliagdo morfométrica. Em especial a objetividade dos
achados confere maior relevancia em termos bioldgicos (Baak et al,, 1987; Bacus et al.,1997;Breslow
et al,,1999;Vauthey et al., 2002).Segundo Webster et al. (2009) heterogeneidade no tamanho e forma
nucleares podem ser associadas a malignidade e nicleos aumentados a metastizacdo. De acordo com
Carlson et al. (2009) as diferencas cariométricas entre lesdes melanociticas benignas e malignas
refletem alteracdes genéticas e epigenéticas durante a progressao de nevos melanociticos humanos em
melanoma. Mijovic et al. (2013), demonstrou diferen¢as morfométricas significativas entre os nicleos
de melandcitos neoplasicos em tecido humano. Nunes et al. (2019), analisaram a aplicabilidade da
morfometria no estadiamento de lesdes melanociticas humanas. Leitinger et al. (1990) obtiveram
resultados significativos na distin¢do entre nevos benignos e melanoma maligno comparando a area
nuclear média nas porgdes superficial e profunda das lesdes.

Em nosso estudo foi avaliado o perimetro nuclear, identificando-se diferenca estatisticamente
significante entre melanocitomas e melanomas, mostrando-se como uma alternativa eficaz e de baixo
custo método para discernir malignidade (Ravazi et al,,2020).

Neste estudo foi investigado a epigenética, na qual descreve eventos influenciados pelo
ambiente, entre gendtipo e sua expressdo fenotipica, esses eventos ocorrem independente da
sequéncia nucleotidea do DNA, tendo produto final mudancas herdaveis da fungao génica e expressao
fenotipica (Feinberg; Tycko, 2004).

A metilacio do DNA ocorre normalmente nos mamiferos e esse fendmeno garante o
silenciamento de genes mantendo o controle da expressao génica, integridade cromossémica e eventos
de recombinagdo. Alteracdes epigenéticas podem interferir na expressdo de diversos fatores de
transcricdo ao DNA, modulando a expressdo génica, potencializando fendtipos patoldgicos (Jones,
2012; Kang et al,, 2007;Wu & Sun, 2006).

Ha indicios de que o envelhecimento esta associado a alteragdes epigéneticas. O processo de
envelhecimento fisiolégico é acompanhado por alteracdes funcionais, incluindo perda de funcio
imunolégica e maior exposi¢ao a fatores ambientais (Richardson, 2003). Segundo Ahuja et al. (2000)
mudancas relacionadas a idade na metilagdo do DNA envolvem eventos de hipermetilacdo e
hipometilagdo. De acordo com Lister et al. (2009) ha evidéncias de que o padrdo de metilagdo do DNA
muda com aidade e que a metilagdo anormal em algumas ilhas CpG é um ponto inicial na carcinogénese.

Esses disttirbios adicionais do envelhecimento refletem mudangas na expressio génica devido
a metilacdo alterada do DNA (Teschendorff et al.,2010). Maegawa et al. (2010) realizaram uma
comparacao entre camundongos com 3 meses de idade e camundongos com 35 meses de idade,
demonstrando uma taxa alta de desregulacdo epigenética nos mais velhos, relacionando-a ao
envelhecimento. A hipometilagdo de LINE-1 foi descrita como um biomarcador epigenético do
envelhecimento humano. Mahmood et al. (2020), observaram relacdo entre idade e a metilagdo do
LINE-1, sugerindo que a perda gradual da metilagdo de LINE-1 durante o envelhecimento, pode
contribuir como um dos fatores de risco para varios canceres.
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A hipometilagio global do DNA estd associada a diversos tipos de canceres em humanos como:
carcinomas de ovario, prostata, figado e leucemias, podendo ser estimada através da verificagdo do
padrao de metilacao de elementos de transposicdo, como o elemento LINE-1. O padrao de metilagdo de
LINE-1 no sangue periférico tem sido associado ao risco de cancer e varia em diferentes tipos de cancer
em humanos (Friso, 2013), com potencial uso na detec¢do precoce de cancer e prognéstico ainda
inexplorados em caes (Brennan & Flanagan, 2012).

Em humanos mais de 70 genes foram descritos como hipermetilados em melanomas,
relacionados ao silenciamento génico, como, por exemplo, o CDKN2A (Straume et al. 2002). Aragjo et
al. (2015) investigaram o padrdo de metilacdo de LINE-1 em leucdcitos em pacientes portadores de
melanoma cutianeo. Curiosamente esses pacientes apresentavam mutagées em CDKN2A e os niveis de
LINE-1 estavam elevados, sugerindo a hipermetilacio em melanoma. Hyland et al. (2013) realizaram
um estudo em leucécitos de pacientes com melanoma, na qual n3o foi possivel detectar diferencas na
metilacdo de LINE-1, em grupo controle e pacientes com melanoma. Ishizaki et al. (2020), em estudo
com cdes, compararam o padrao de metilacdo do elemento LINE-1 entre cies higidos e portadores de
melanoma em mucosa. Scattone et al. (2021) com o propésito de determinar a metilacdo global do DNA,
avaliaram o sangue periférico de cies diagnosticados com melanoma oral, melanico e amelanico.

Ishizaki et al. (2020) , andlisaram a metilagio de DNA em todo o genoma de linhagens
celulares e amostras clinicas de melanomas caninos, identificando grande numero de genes
hipermetilados.

Avaliamos neste estudo a possivel correlacido entre as alteracées no perfil de metilacdo do
DNA, através do status de metilagdo LINE-1 na diferenciacdo entre melanocitomase melanomas
cutaneos caninos. Isoladamente, 5-meC e 5-hmeC ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante. Porém considerando-se a razdo 5-meC/5-hmeC em regides promotoras do gene, houve
maior metilagio em melanomas, mostrando diferenca estatisticamente significativa em relacdo as
amostras de melanocitoma.

De acordo com Xu et al. (2020), a 5-metilcitosina (5-meC), € uma modificacdo comum, atuando
na regulacdo da expressdo génica. Ja a 5-hidroximetilcitosina (5-hmeC) é essencial na fungdo de
desmetilacdo do DNA na qual modula a expressdo génica ajustando o nivel desmetilacido do DNA.
Experimentos realizados com ratos mostram que a reducdo na 5-meC em tecidos tumorais, induz a
carcinogénese e promove ativagdo de oncogenes e mobilizagido de retrotransposons no genoma. Em
alguns estudos relacionados ao melanoma maligno e outros canceres em humanos é observada a
diminuicdo na expressdo de 5-hmeC (Nestor et al.,2012; Jin et al.,2011; Tahl etal,,2021;Tahiliani et al.,
2009; Xiao etal.,2020).

Portanto, em diferentes tipos de cancer o padrio de metilagdo LINE-1 est4 associado ao risco
de cancer, e parece variar tanto para hipometilacdo quanto a hipermetilacdo. Em nosso estudo devido
a limitagao técnica sé fizemos a verificagdo da metilagdo em uma pequena regido do LINE-1, indicando
que nesta regido encontrava-se mais metilado nos melanomas, sendo possivel que em outras ilhas CpG
o0 evento se repita, sugerindo ser uma caracteristica da espécie canina (Aragjo et al.,2015; Brennan &
Flanagan, 2012). As causas e mecanismos envolvidos nessas diferencas no perfil de metilacao do LINE-
1 ainda nao estdo bem esclarecidos, ressaltando-se a necessidade de mais estudos sobre o tema.

CONCLUSAO

A andlise direcionada ao nucleo das células neoplasicas, com o emprego da morfologia
convencional e da cariometria foi relevante na distingdo entre as neoplasias melanociticas cutaneas
benignas e malignas em caes. O emprego da avaliagao epigenética, utilizando como parametro o padrao
da metilacdo do LINE-1 evidenciou diferencas entre as lesdes benignas e malignas, contribuindo para
completar o perfil distintivo entre as duas condigdes.
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Legenda das Figuras

Fig.1-2. Fotomicrografias de corte histoldgico de melanocitoma e melanoma cutaneo canino. (1) Corte histolégico
de melanocitoma cutaneo canino exibindo homogeneidade celular, com o predominio de células pequenas, amiide
pigmentadas, com frequente obscurecimento nuclear. Cromatina frouxa, mucléolos indistintos. HE, obj. 40X. (2)
Corte histolégico de melanoma cutaneo evidenciando a presenca de populacdo neoplasica organizada em agregados,
com anisocariose, nucléolos e evidentes e frequentemente multiplos. HE, obj. 40X.Sdo Paulo/SP,2021.

Quadros

Quadro 1. Lesdes Melanociticas cutaneas avaliadas, considerando raga, género, idade, localizagao, escore nuclear
(EN) e frequéncia de nucléolos (Nolo), Sdo Paulo/SP,2021.



