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RESUMO

A agressividade do melanoma oral pode estar relacionada a diversas mutacdes que
ocorrem durante o desenvolvimento, tanto em seres humanos quanto na espécie canina.
Dentre as diferentes alteracdes de expressdes protéicas observadas nesse tipo
neoplasico, é descrita a alteracdo de proteinas da familia SOX. Nesse trabalho, foi
avaliada a expressdo de SOX2, SOX3 e SOX10 e sua relacdo com o indice proliferativo
e aspectos histolégicos indicativos de agressividade em melanomas orais caninos.
Foram revisados histologicamente 30 melanomas orais caninos e determinada a
expressdo de Melan-A, SOX2, SOX3, SOX10 e Ki67 nesses tumores. Todos os tumores
apresentaram caracteristicas histomorfoldgicas compativeis com tumores malignos e
imunopositividade para Melan-A, confirmando o diagndstico de neoplasia melanocitica
oral maligna. A expressdo de SOX2, SOX3 e SOX10 foi observada em 7/30 (23,33%),
20% (6/30) e 23/30 (76,67%) dos casos, respectivamente. Dentre os marcadores
analisados, destacou-se a relacdo entre a maior expressao de SOX3 em tumores com
menores indices proliferativos. Além disso, foi observada também uma correlacéo
inversa entre a expressdo SOX10 citoplasmatica e SOX10 nuclear em células
neoplasicas, sugerindo uma mudanca da localizacdo dessa proteina em melanomas
orais. Aparentemente, dentre as proteinas da familia SOX estudadas, sugere-se que a
proteina SOX3 apresenta um importante papel na regulacdo da proliferacdo celular em
melanomas orais e sugere-se que a proteinas SOX2 e SOX10 sdo expressas
constitutivamente nessas neoplasias, sem um papel determinante para a agressividade.
Novos estudos dessa via de transcricdo génica, podem auxiliar em possiveis

determinacGes progndsticas e preditivas da proteina SOX3 no melanoma canino oral.

PALAVRAS CHAVES: Melanoma, Imuno-histoquimica, Fatores de transcricdo

SOXB1, Fatores de transcrigdo SOXE, Proliferacéo celular, Doenca céo.



ABSTRACT

The aggressiveness of oral melanoma can be related to several mutations that occur
during development, both in humans and in the canine species. Among the different
changes in protein expression observed in this neoplastic type, the change in proteins of
the SOX family is described. In this work, the expression of SOX2, SOX3, and SOX10
and its relationship with the proliferative index and histological aspects indicative of
aggressiveness in canine oral melanomas were evaluated. Thirty canine oral melanomas
were histologically reviewed and the expression of Melan-A, SOX2, SOX3, SOX10,
and Ki67 in these tumors were determined. All tumors presented histomorphological
characteristics compatible with malignant tumors and immunopositivity for Melan-A,
confirming the diagnosis of malignant oral melanocytic neoplasia. The expression of
SOX2, SOX3, and SOX10 was observed in 7/30 (23.33%), 20% (6/30), and 23/30
(76.67%) of the cases, respectively. Among the analyzed markers, the relationship
between the higher expression of SOX3 in tumors with lower proliferative indexes was
highlighted. An inverse correlation was also observed between the expression
cytoplasmic SOX10 and nuclear SOX10, suggesting a change in the location of this
protein in oral melanomas. Apparently, among the SOX family proteins studied, the
SOX3 protein plays an important role in the regulation of cell proliferation in oral
melanomas, and it is suggested that the SOX2 and SOX10 proteins are constitutively
expressed in these neoplasms, without a determining role for aggressiveness. New
studies of this gene transcription pathway may assist in possible prognostic and

predictive determinations of the SOX3 protein in oral canine melanoma.

Keywords: Melanoma, Immunohistochemistry, SOXB1 Transcription Factors, SOXB1
SOXE Transcription Factors, Cell Proliferation, Dog Diseases.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1)  Melanoma em humanos: aspectos clinicos

O melanoma é uma neoplasia derivada dos melandcitos, células produtoras de melanina
que estdo presentes na pele, mucosas, meninges e uvea (CHOPRA, SHARMA e RAO,
2020). Por ser um tipo neoplasico raro em humanos, principalmente em casos orais,
podemos observar que poucos estudos abordam a fundo a sua patogénese e terapéutica
(SPENCER e MEHNERT, 2016). O melanoma oral possui um distinto comportamento
em relacdo ao melanoma cutdneo e mucocutaneo, referente a etiologia, patogénese,
epidemiologia e prognostico (POSTOW, HAMID e CARVAJAL, 2012).

Devido a baixa incidéncia, poucos autores desenvolvem pesquisas relacionada ao
melanoma oral. Contudo, essa neoplasia apresenta maiores chances de recidiva apds a
manobra cirdrgica, possui comportamento mais agressivo e maior propensdo a
metastase, quando comparado com o melanoma cutaneo (MELETI, LEEMANS, et al.,
2007; GORSKY e EPSTEIN, 1998).

A patogénese do melanoma oral permanece desconhecida, diferente do melanoma
cutaneo que possui relacdo com exposicado prolongada aos raios ultravioleta. Mutagdes
frequentemente observadas em melanomas cutaneos, como BRAF NRAS, séo
encontradas em baixa frequéncia nos melanomas orais (BUERY et al., 2011;
ALAEDDINI e ETEMAD-MOGHADAM, 2015; MOREIRA, SANTOS, et al., 2010;
VIKEY e VIKEY, 2012). Estudos comparativos relacionados a etiopatogenias de
melanomas mucosos e cutaneos, destacam-se 0s genes SF3B1 e KIT, frequentemente
mutados em melanomas orais, e 0s genes NRAS e BRAF, mais comumente mutados em
melanomas cutaneos (NASSAR; TAN, 2020). O tratamento e a compreensao vem
sendo aprimorados baseado em feitos na oncogénese do melanoma cutaneo exposto

radiacdo UV, porem a escassez de amostras de melanoma oral dificulta a identificacdo



de condutores oncogénicos e o entendimento deste tipo neoplasico (FURNEY et al.,
2013).

O melanoma oral € considerado um subtipo altamente agressivo, principalmente quando
sdo diagnosticados tardiamente, ja com envolvimento linfonodal (ALICEA;
REBECCA, 2021). Embora todos 0s grupos étnicos possam ser acometidas por essa
neoplasia, os indianos, japoneses e africanos possuem maior incidéncia dessa doenca,
sendo 0s japoneses a populacdo mais acometida, principalmente pacientes do sexo
masculino (MENDENHALL, AMDUR, et al., 2005; ZITO e MAZZONI, 2020).

No Brasil o0 melanoma mucoso é frequentemente observado na sexta década de vida,
sendo a cavidade oral e labios os locais mais acometidos, ja em estagio avancado na
maioria dos casos. Tamanha agressividade dos melanomas orais pode ser atribuida a
frequéncia de diferentes aberracfes genéticas comparados ao melanoma cutaneo,
conduzindo o individuo a um pior prognostico e menor tempo de sobrevida
(ALBUQUERQUE et al., 2020; BENEVENUTO DE ANDRADE et al., 2012; COHEN
GOLDEMBERG et al., 2020).

A maioria dos diagndésticos dessas lesGes sdo realizados em fase avancada da doenca.
Normalmente os melanomas orais sdo diagnosticados apenas quando se tem um
crescimento vertical consideravel, presenca de ulceracdo e hemorragias (ASCIERTO,
ACCORONA, et al., 2017; GUEVARA-CANALES, GUTIERREZ-MORALES, et al.,
2012). Esse fator é preocupante, pois o pior prognéstico dessa doenca esta diretamente
relacionado com o diagnéstico tardio da lesdo, apresentando uma sobrevida
desfavoravel, em torno de 18 meses a 5 anos apds o diagndstico inicial (ASCIERTO,
ACCORONA, et al., 2017; MICHEL, PERRET-COURT, et al., 2014). O melanoma
possui grande chance de promover metastases para linfonodos e para 6rgdos distantes
como, figado e pulméo, (PATTON, BRAHIM, et al., 1994; TACASTACAS, BRAY, et
al., 2014).

Séo desconhecidos os fatores de risco do melanoma oral (ALI, YOUSAF e LARKIN,
2013). Além da radiacdo Ultravioleta outros agentes foram descartados, como os fatores

virais como o virus do herpes humano e o virus do papiloma humano, por nédo



apresentarem associacdo com a carcinogénese do melanoma oral (SPENCER e
MEHNERT, 2016; PATRICK, FENSKE e MESSINA, 2007; POSTOW; HAMID;
CARVAJAL, 2012). Quanto as substancias carcinogénicas do tabaco e o efeito do
aldeido, ndo se tem uma resposta concreta de sua atuacdo sob os melandcitos
(SPENCER e MEHNERT, 2016; PATRICK, FENSKE e MESSINA, 2007). Porém,
outros autores sugerem que proteses mal adaptadas, irritagBes crénicas, virus do
papiloma humano e o tabaco podem de alguma forma desconhecida exercer papel sob a
iniciacdo no melanoma oral (MELETI, LEEMANS, et al., 2006; GU, EPSTEIN e JR,
2003; RAPINI, GOLITZ, et al., 1985).

Em humanos, o0 melanoma pode apresentar morfologia celular e padrdes de crescimento
distintos. Essa variedade extensa de apresentacdo de padroes morfoldgicos das células
neoplasicas pode dificultar o diagndstico de melanomas orais, especialmente quando se
trata de melanomas amelandticos (KAUNITZ et al., 2017). O melanoma cuténeo
apresenta subtipos histologicos que podem ser definidos de acordo com o componente
intradérmico do melanoma, como lentigo maligno, lentiginoso acral, extensivo
superficial e nodular. O melanoma invasor do lentigo € caracterizado pela exposi¢édo
crénica aos raios solares e possui incidéncia maior em individuos acima dos 60 anos,
uma vez que esta regido recebe maior incidéncia de raios solares. Esse tipo de
melanoma € comumente diagnosticado em cabeca e pesco¢o devido esta area ser mais
incidente de raios solares. O perfil histolégico apresenta proliferacdo lentiginosa de
melandcitos neoplésicos atipicos em epiderme atr6fica (DUNCAN, 2009) (FERRARI et
al., 2008). O padrdo lentiginoso acral possui evolucdo lenta, demonstra proliferagdo
atipica de melandcitos hiperpigmentados, descontinuos na regido dermoepidérmica com
crescimento pagetoide (BRADFORD et al., 2009). O padrdo extensivo superficial
associa-se com queimaduras, exposicdo intermitentes aos raios solares, e nevos
melanociticos. Histologicamente, essa lesdo apresenta melandcitos epitelidides com
formacdo de ninhos, com crescimento pagetdide (DUNCAN, 2009; KVASKOFF;
SISKIND; GREEN, 2012). O padrdo nodular apresenta-se com formacdo de nddulos
enegrecidos e ndo apresentar area in situ. Histologicamente essa lesdo mostra maior
espessura em menor tempo, € uma neoplasia extremamente invasora e demonstra pior
prognostico (DUNCAN, 2009; POLLACK et al., 2011). As caracteristicas cutaneas de

malignidade podem ser encontradas em melanomas orais, destarte, as caracteristicas



mais comumente encontradas em melanomas orais sao lentiginoso acral (lentiginoso da
mucosa) e em menor frequéncia o tipo extensivo superficial (MENDENHALL et al.,
2005).

1.2)  Melanomas em cées: aspectos clinicos

O melanoma oral assim como outras neoplasias que acometem a cavidade oral ndo sdo
de caracter exclusivo da espécie humana. Existem diferentes modelos, in vitro e in vivo,
que demonstram comparativamente a carcinogénese e 0 comportamento do melanoma
oral e sdo de suma importancia para correlacionar o processo tumoral e melhor
entendimento do processo neoplasico em seres humanos (KUSEWITT e LEY, 1996;
LEY, 2002; SIMPSON, BASTIAN, et al., 2013).

Semelhante a espécie humana, os cdes sdo comumente acometidos pelo melanoma oral.
Por terem uma maior incidéncia dessa neoplasia, além de apresentarem caracteristicas
histopatoldgicas, moleculares, comportamento clinico extremamente semelhantes ao
observados em humanos, diferentes trabalhos sugerem o cdo como um bom modelo de
estudo comparativo do melanoma oral (WONG, WEYDEN, et al., 2019; SCHIFFMAN
e BREEN, 2015; WEYDEN, PATTON, et al., 2016).

Além da cavidade oral, os cdes possuem diferentes sitios de acometimentos de
melanoma, como pele, regides genitais muco-cutaneas, regido ungueal, olhos e
meninges. Sendo o melanoma oral 0 que possui comportamento mais agressivo em
relacdo aos demais (BOSTON, LU, et al.,, 2014). Dentre os melanomas em cdes, 0
melanoma oral é o mais frequente e pode ser observado principalmente no palato duro,
gengiva, tonsilas palatinas, lingua, Iabios e orofaringe (PROUTEAU e ANDRE, 2019).
E bem descrito que 97% dos tumores melanociticos na cavidade oral mostram um
comportamento extremamente agressivo e alto indice metastatico (GILLARD,
CADIEU, et al., 2014). Recentemente, foi demonstrado em um estudo que 0s caes
acometidos por melanoma oral apresentaram prevaléncia de até 51% de metastase
pulmonar (PROUTEAU e ANDRE, 2019).



Os melanomas apresentam subtipos histoldgicos diferentes e podem apresentar-se com
padrbes celulares do tipo epitelidide, fusiforme ou misto (SPANGLER, 2006). O
melanoma epitelidide apresenta melandcitos neoplasicos poligonais/epitelioide
arranjados em ninhos ou corddes, enquanto o melanoma fusiforme as células mostram-
se alongadas ou ovaladas e estdo dispostas em feixes continuos. Tumores com o padrao
misto apresentam ambos padrdes com presenca de células em anéis de sinete e
balanoide (SPANGLER, 2006; SMEDLEY, SPANGLER, et al., 2011). O melanoma de
células claras ou balandide é um tipo de melanoma bastante incomum, este padrdo
celular pode ser visto na cavidade oral de cdes e gatos bem como na pele. Nesta
variacdo do melanoma, as células apresentam citoplasma palidamente eosinofilico,
granulos finos levemente amarronzados, os nucleos sd@o volumosos com presenca de
nucléolos proeminentes, anisocariose variavel e cromatina marginalizada (DITERS e
WALSH, 1984; RAMOS-VARA, BEISSENHERZ, et al., 2000; LINDE-SIPMAN,
WIT, et al., 1997). A variante anel de sinete ndo apresenta granulos de melanima, as
células apresentam pleomorfismo, nicleos achatados e excéntricos, algumas células
podem exibir corpos de inclusdo intracitoplasmaticos palidos adjacentes aos nucleos
(GROSS, IHRKE e WALDER, 1992; DITERS e WALSH, 1984).

O melanoma oral apresenta comportamento agressivo, dentre algumas caracteristicas
clinicas pode citar alguns sinais brandos como uma simples halitose ou até mesmo
fratura mandibular em casos que a doenca ja se encontra numa fase mais avancada.
(LUNA, HIGGINBOTHAM, et al., 2000; SMITH, GOLDSCHMIDT e MCMANUS,
2002). Dentre as formas de tratamentos disponiveis para essa neoplasia pode-se destacar
a excisdo cirdrgica, quimioterapia, radioterapia, imunoterapia, visto que a cirurgia
juntamente combinada com quimioterapia demonstram melhores resultados e com isso
uma menor chance de recidiva e um tempo de sobrevida (NISHIYA, MASSOCO, et al.,
2016). A mais promissora forma de tratamento até o presente momento € a
imunoterapia, uma vez que ensaios clinicos mostram resultados promissores como
aumento na sobrevida global e melhora clinica de pacientes portadores de melanoma
canino (ROBERT, RIBAS, et al., 2014; SCHADENDORF, HODI, et al., 2015;
MAEKAWA, KONNALI, et al., 2014).
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Novas terapias vém sendo testadas e estas apresentam resultados bastante esperancosos,
pode-se destacar o lupeol e a viroterapia oncolitica. O lupeol € um composto extraido de
plantas e frutas. Em um estudo, este composto demonstrou resultados antiproliferativos
in vitro e in vivo em células de melanoma, além de inibir a proliferacdo de melandcitos
neoplasicos, onde foi observado que ndo houve a formacdes de metastases (YOKOE,
AZUMA, et al., 2015). J& a viroterapia oncolitica consiste na infeccdo das células
neoplasicas por virus, 0 mesmo destroi as células cancerosas durante a replica¢do, sendo
assim, estudos mostraram que a oncolise tumoral apresentou bons resultados em seis
linhagens de células de melanoma canino LMeC, CMGD2, CMGD5, CMeC1, CMeC2
e KMeC (IGASE, HWANG, et al., 2015).

1.3)  Marcadores oncogénicos em melanomas

O melanoma, assim como outras neoplasias, possui um complexo processo
carcinogénico, envolvendo diversas moléculas, vias e estruturas celulares. Para ter-se
um acompanhamento e melhor entendimento do desenvolvimento tumoral podemos
lancar mdo de diversas analises biomoleculares (BANDARCHI, JABBARI, et al.,
2013).

E bem descrito na medicina humana que no melanoma cutidneo os melandcitos
neoplasicos possuem proliferacdo descontrolada apds ativacdo da proteina quinase
ativadora de mitose (MAPK), que por vez induz o crescimento neoplésico. A ativacao
dessa via se da por mutacGes somaticas do NRAS e do BRAF, presente em 15% e 50%
dos melanomas, respectivamente, (EKEDAHL, CIRENAJWIS, et al., 2013; MILLER e
MARTIN C. MIHM, 2006). Desta forma a relacdo das alteracdes dessa via com o
comportamento e progndstico em melanomas orais ndo esta esclarecido, visto que as
mutaces NRAS e BRAF sdo incomuns em células de melanoma oral (FELLER,
KHAMMISSA e LEMMER, 2017). Mesmo a ativagdo de NRAS e BRAF serem
incomuns em melanomas orais, a ativacdo da via MAPK é muito comum tanto em
humanos quanto em cées (MEIER, BUSCH, et al., 2007). Recentemente, foram
produzidos novos medicamentos para tratamento de melanoma, porém estes

medicamentos tiveram resultados mais promissores naqueles tumores que apresentavam
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a mutacdo de BRAF, sendo assim ndo apresentam valia para tratamento de melanoma
oral. Neste mesmo estudo pode ser comprovado que ambas as espécies demonstram
similaridade a inibicdo da via MAPK (FOWLES, DENTON e GUSTAFSON, 2015).
Outras mutacdes além dos genes NRAS e BRAF podem ser observados nos melanomas
orais humanos e caninos, variacdo do nucleotideo unico (SNV), PTPRJ, BRCAL e
BRCA2 mostram-se alterados comumente entre as espécies. Destarte, humanos e cées
que apresentam mutacdes BRCA2 podem ser sensiveis a inibidores PARP (WONG et
al., 2019; NEWELL et al., 2019).

Para a avaliacdo da proliferacdo celular a maioria dos estudos utilizam a analise imuno-
histoquimica da proteina Ki67, extremamente eficaz e muito sensivel, por ser expresso
em todas as fases do ciclo celular, exceto em GO. A quantificacdo de células neoplasicas
positivas para Ki67 mostra-se confiavel para avaliacdo da proliferacdo celular,
agressividade tumoral, avaliagdo progndstica e risco de desenvolvimento metastatico
(BROWN e GATTER, 2002; WEINSTEIN, LEININGER, et al., 2014). Quanto maior o
indice proliferativo, pior é o prognostico e menor o tempo de sobrevida do paciente.
(MA, WU, et al., 2017). Para avaliacdo do indice proliferativo a partir do Ki67 alguns
autores usam ponto de coorte para definirem em alta e baixa proliferagdo. Em humanos,
casos que apresentam porcentagem de até 10% sdo considerados de baixa proliferacao,
média proliferacdo de 10% a 20% e alta proliferacdo aqueles que apresentam valores
superiores a 20% (RAMSAY, FROM, et al., 1995). Outros autores consideram apenas
como indice proliferativo alto e baixo, deste modo considerando alto indice proliferativo
>20% e baixo <20% (GIMOTTY, BELLE, et al., 2005). A referéncia do ponto de
coorte mais aceitavel e mais utilizado para avaliacdo do indice proliferativo em
melanomas orais em cdes € 19,5% para correlacdo entre os parametros histoldgicos e

outras avaliagdes clinicas (BERGIN et al., 2011).

A sobrevida em cdes com melanoma oral utilizando Ki67 tem sido atribuido parametros
histoldgicos, como indice mitético e atipia nuclear. Os valores de Ki67, indice mitotico
e atipia nuclear proporcionaram bom desempenho na avaliagéo da previsao de morte por
melanoma. A determinacdo de um ponto de corte de 19,5% de indice de expressao de
Ki67, em melanomas orais, mostrou-se eficiente nessa determinacdo prognostica em

cdes (BERGIN et al., 2011). Em humanos, a baixa expressdo de Ki67 com ponto de
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corte <20%, mostrou estar relacionado a uma melhor sobrevida do paciente. (MA et al.,
2017).

Além de marcadores de proliferacdo, mostra-se necessario o uso de outros marcadores
para se compreender a biologia tumoral em melanomas, sendo assim o estudo das
proteinas da familia SOX em melanomas podem apresentar novas expectativas para
desenvolvimento de novas técnicas terapéuticas. O gene codificante dessa proteina esta
localizado na regido determinante do sexo Y e assim foi determinada a regidao
determinante do sexo Y (SRY) gene (GUBBAY, COLLIGNON, et al., 1990). Sry faz
ligacdes ao DNA através de seus dominios com o grupo de alta mobilidade (HMG),
HMG possui semelhanca de 50% com os dominios HMG de Sry. No momento atual,
tanto para 0 genoma humano quanto o genoma murino estdo documentados 20 genes de
SOX, subdivididas em grupos de acordo com a funcéo e sequéncia (WEGNER, 2010;
WEINA e UTIKAL, 2014). No presente estudo abordaremos o papel da SOX2, SOX3
pertencentes ao subgrupo SOXBL1 e a proteina SOX10 pertencente ao subgrupo SOXE.

Possivelmente o gene SOX2 possui maior conhecimento pela funcéo nas células tronco
pluripotentes, pois entre todas as especies seu dominio HMG permanece extremamente
conservado (TAKAHASHI e YAMANAKA, 2006; STEVANOVIC, ZUFFARDI, et al.,
1994). Para que diversos processos de desenvolvimento acontecam a expressdo de
SOX2 ¢é crucial, visto tal importancia para o desenvolvimento, embrides morrem por
deficiéncia de SOX2 ap6s sua implantacdo (AVILION, NICOLIS, et al., 2003).
Diversos estudos mostram que a desregulacdo de SOX2 contribui como fator de suma
importancia para a patogénese do cancer, deste modo diversos autores demonstraram
que a SOX2 desempenha diversos papeis em células neoplasicas, bem como resisténcia
a apoptose, transicdo epitélio mesénquima, proliferacdo, resisténcia terapéutica,
iniciacdo neoplésicas, invasdo, migracdo e metastase (WEINA e UTIKAL, 2014;
HUSER, NOVAK, et al., 2018). No melanoma, existe opinides controversas sobre sua
atividade. Schaefer et al.,(2017) mostraram que a delecdo de SOX2 em melanoma
humano e a inativagdo em camundogos ndo implicou alteracbes no crescimento,
iniciacdo tdo pouco na metastase (SCHAEFER, SEGALADA, et al., 2017), em
contrapartida, WEINA et al.,(2016) ja havia comprovado que a superexpressdo de

SOX2 induzia em melandcitos neoplasicos maior capacidade de invasdao (WEINA, WU,
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et al., 2016). Até o presente momento ndo foram publicados estudos evidenciando a
participacdo de SOX2 em melanomas da mucosa oral em cées, porém foi realizado um
estudo em adenomas hipofisarios corticotroficos caninos, o qual foi avaliada a
expressdao de SOX2, mas ndo se obteve resultados promissores, visto que ndo obtiveram
correlacéo entre diagnostico histoldgico e parametros clinicos (RIJN, POUWER, et al.,
2015).

SOX3 é altamente conservado e esta diretamente ligado no desenvolvimento de
processos extremamente importantes, como desenvolvimento craniofacial, hipofise,
neurogénese e formagdo dos testiculos (BYLUND, ANDERSSON, et al., 2003;
RAVEROT, WEISSSUSAN, et al., 2005). A expressdo de SOX3 no sistema nervoso
central € alta e a medida que tecido vai amadurecendo, essa expressao vai diminuindo e
ocorre a conversao de proliferacdo para diferenciacio (UWANOGHO, REX, et al.,
1995). Sua atividade em tumores esta relacionada com migracéo, invasdo e proliferacao.
A sua superexpressdo no cancer de ovario esta diretamente ligada a adesdo de células
tumorais. Além disso, existem evidéncias que SOX3 possui um comportamento
semelhante ao um oncogene (YAN, WANG, et al., 2016; UWANOGHO, REX, et al.,
1995). A superexpressdo de SOX3 esta presente varios tumores, carcinoma de ovario,
carcinoma hepatocelular, carcinoma espinocelular esofagico, cancer de pulmdo de
células pequenas, osteossarcoma, porém ndo se sabe o comportamento de SOX3 no
melanoma oral (FENG, XIAO, et al., 2017). Desta forma faz-se necessario o estudo da
SOX3 em melanomas orais caninos para se ter entendimento da atividade desse

marcador para com isso termos um comparativo para com 0s seres humanos.

A SOX10 foi notificada primeiramente através de sua acdo sob as células da crista
neural induzindo diferenciagdo celular. Além disso, essa proteina esta relacionada com a
génese de diversas neoplasias (GUBBAY, COLLIGNON, et al., 1990; BANNYKH,
STOLT, et al., 2006; FLAMMIGER, BESCH, et al., 2009; KWON, HEO, et al., 2016).
A suprexpressao de SOX10 foi relatada em carcinoma hepatocelular, sendo considerada
como oncogene nessa neoplasia (KWON, HEO, et al., 2016). Outros autores relatam
essa proteina com um e supressor de tumor em neoplasias do tubo digestivo
(WATANABE, BRODERS-BONDON, et al., 2013). E, de maneira distinta, no

carcinoma de bexiga é relatado que a SOX10 induz migracédo, invasao, proliferacdo e
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metastase (BEHRENS, BOOTHE, et al., 2019). No melanoma a SOX10 ja tem sido
estudada, sendo relatada como um marcador tdo sensivel quanto Melan A, S100 e
HMB45 para o diagnostico de melanomas, devido sua especificidade e sensibilidade em
tecidos neurais e melandcitos (PLAZA, BONNEAU, et al., 2016; PALLA, SU, et al.,
2013; ALGHAMDI, ZOROQUIAIN, et al., 2015). Em melanomas cutaneos, a SOX 10
apresentam relagdo com a via MAPK, em neoplasias BRAF mutados, e 0 seu
silenciamento induz a superexpressdo de fator de crescimento epidérmico (EGFR)
contribuindo para a resisténcia quimioterapéutica (CRONIN et al., 2018). Como no
melanoma oral a mutacdo de BRAF é extremamente rara, podemos sugerir que a
expressdo de SOX10, em melanomas caninos orais, pode estar associado a outras vias
associadas a agressividade dessa neoplasia.

Apesar da literatura demonstrar de forma detalhada estudos das proteinas da familia
SOX na carcinogénese de muitas neoplasias, sdo necessarios estudos mais detalhados
sobre as proteinas dessa familia em melanomas orais caninos, principalmente

determinando sua relagdo com marcadores prognosticos nesse tipo de leséo.

Estudos prévios sugerem que, em melanomas orais caninos a proliferacdo esta associada
com maior agressividade tumoral. Destarte, os resultados da expressdo de SOX2,
SOX3, SOX10 e a proliferacdo celular aqui observados podem ajudar no entendimento
da oncogénese em cdes, podendo fornecer informacdes relevantes no cenario veterinario
quanto a informacgBes progndsticas e preditivas, bem como fomentar dados

comparativos importantes para o estudo dessa neoplasia em humanos.

2 OBJETIVOS

2.1) Objetivo geral
Caracterizar a expressdo da SOX2, SOX3, SOX10 e sua relagdo com a proliferacdo

celular em melanomas orais caninos.
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2.2) Objetivos especificos

Classificar e descrever os principais aspectos histopatoldgicos em casos de melanoma
oral canino.

Caracterizar a expressdo imuno-histoquimica de SOX2, SOX3 e SOX10 em células
neoplésicas de melanoma oral canino.

Correlacionar a expressao imuno-histoquimica de SOX2, SOX3 e SOX10 com o indice
proliferativo, a partir da expressdo de Ki67, e com o0s aspectos histopatologicos

compativeis com agressividade tumoral em amostras de melanomas orais canino.

3. METODOLOGIA, RESULTADOS E DISCUSSAO
A metodologia, resultados e discussao serdo apresentados em forma de artigo cientifico

que se encontra nas normas do periddico que sera submetido.

O artigo encontra-se nas normas do periodico a que serd submetido ao Journal of

Veterinary Dentistry.
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Resumo

A agressividade do melanoma oral pode estar relacionada a diversas mutagfes
que ocorrem durante o desenvolvimento, tanto em seres humanos quanto na
espécie canina. Dentre as diferentes alteracbes de expressdes protéicas
observadas nesse tipo neoplasico, é descrita a alteracdo de proteinas da
familia SOX. Nesse trabalho, foi avaliada a expressdo de SOX2, SOX3 e
SOX10 e sua relagdo com o indice proliferativo e aspectos histoldgicos
indicativos de agressividade em melanomas orais caninos. Foram revisados
histologicamente 30 melanomas orais caninos e determinada a expressao de
Melan-A, SOX2, SOX3, SOX10, e Ki67 nesses tumores. Todos os tumores
apresentaram caracteristicas histomorfolégicas compativeis com tumores
malignos e imunopositividade para Melan-A, confirmando o diagndstico de
neoplasia melanocitica oral maligna. A expressédo de SOX2, SOX3 e SOX10 foi
observada em 7/30 (23,33%), 20% (6/30) e 23/30 (76,67%) dos casos,
respectivamente. Dentre os marcadores analisados, destacou-se a relagéo
entre a maior expressdo de SOX3 em tumores com menores indices
proliferativos. Além disso, foi observada também uma correlacdo inversa entre
a expressao SOX10 citoplasmatica e SOX10 nuclear, sugerindo uma mudanca
da localizagédo dessa proteina em melanomas orais. Aparentemente, dentre as
proteinas da familia SOX estudadas, a proteina SOX3 apresenta um
importante papel na regulacdo da proliferacdo celular em melanomas orais e
sugere-se que a proteinas SOX2 e SOX10 sdo expressas constitutivamente
nessas neoplasias, sem um papel determinante para a agressividade. Estudos
futuros dessa via de transcricdo génica, podem auxiliar em possiveis
determinacdes prognosticas e preditivas da proteina SOX3 no melanoma

canino oral.

Palavras Chaves: Melanoma, Imuno-histoquimica, SOX2, SOX3, SOXI10,

Proliferacéo, Cao.
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Introducéo

O melanoma oral € uma neoplasia maligna que surge da proliferacdo
desenfreada dos melandcitos, células produtoras de melanina que estédo
distribuidas ao longo de toda lamina prépria da mucosa oral. O melanoma oral
em cdaes, assim como em humanos, € uma neoplasia bastante rara na
cavidade oral e sua etiologia permanece incertat234, Apesar de apresentar
baixa incidéncia em seres humanos, 0,073% de todas as neoplasias orais e
0,2% a 8% de todos os melanomas, esse tipo tumoral possui taxa de
letalidade alta, devido a sua alta propensdo a metastase. Em humanos, cerca

de 79% dos pacientes vao a 6bito em 5 anos apés o diagndstico®>.

Muitos sdo os modelos de estudos animais para o melanoma oral, comumente
vem sido citado o modelo canino. Melanomas nessa espécie compartilham
semelhancas as lesdes humanas, tais como o comportamento clinico,
desenvolvimento esponténeo de tumores, respostas a terapias, caracteristicas

moleculares e histopatol6gicas®1L.

O melanoma oral em caes possui uma incidéncia alta, comparado aos
humanos. Em cées, cerca de 62% dos melanomas podem ser observados na
cavidade oral, 1% na cavidade ocular, 27% em pele e 10% podem estar
localizados em digitos!. A mortalidade é atribuida ao alto indice metastatico,
apresentando cerca de 58% a 74% de metastases em linfonodos regionais e
14% a 67% nos pulmdes, no momento do diagnostico?. Os cédes s&o
geralmente tratados com cirurgia, quimioterapia ou radioterapia combinadas®3.
Além disso, outras formas de tratamento vém sendo encorajadas. A
imunoterapia ganha destaque no tratamento do melanoma devido as
caracteristicas imunolégicas que fazem deste tumor uma neoplasia

relativamente imunogénica#1°,

Mesmo existindo distintas formas de tratamentos e possibilidades de
combinacOes terapéuticas, a efetividade desse tratamento ainda é baixa.
Quando melanomas orais sdo tratados apenas com a extirpagao cirurgica,
cerca de 85% a 90% dos tumores apresentam, em um tempo estimado de 5-9

meses, 0 surgimento de metastases a distancia e recorréncia local'6-18,
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A agressividade do melanoma oral, esta relacionada a diversas mutacdes
envolvidas no seu desenvolvimento. Dentre essas mutacfes, alteracdes nos
genes NRAS e PTEN sdo mais frequentemente encontradas®. Além disso,
melanomas em humanos e em cdes compartiham mutagcbes nas vias
fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) e a proteina quinase ativada por mitogénio
(MAPK), que podem contribuir para progressdo dessa neoplasiall. Nesse
sentido, sugere-se que outras alteracdes moleculares podem ser semelhantes
entre essas espécies, como a mutacdo da proteina SOX3, j& observada em
melanomas humanos. Contudo, sugere-se que a SOX3 ndo € um marcador
prognostico em melanomas humanos?®. Assim, a busca pelo esclarecimento da
expressdo da SOX3 em caes, pode auxilar na demonstracdo dos aspectos

comparativos entre essas especies.

A SOX3 é descrita como um oncogéne em inumeras neoplasias humanas,
incluindo o osteossarcoma, o carcinoma de esbéfago, o glioblastoma, o cancer
de ovério e o linfoma de células T2%2427, Nessas diferentes neoplasias, é
relatado o seu papel no controle da transicao epitelio mesénquima, no aumento
de viabilidade celular, invasao, proliferacdo e migracdo. Além disso, a sua
expressdo ja foi correlacionada com um pior progndéstico, em pacientes
diagnésticados com carcinoma hepatocelular®>2°, Pérem ainda n&o foi

estudado as vias de atuacdo de SOX3 em amostras de tecido canino.

Além da SOX3, outros membros dessa familia j& tém sido estudados em
tumores. A SOX2, um fator de transcriscdo pertencente ao subgrupo SOXB1
de genes, juntamente com SOX1 e SOX3, desempenha papel de extrema
importancia tanto na embriogénese de érgdos sexuais, neurogénese quanto na
oncogénese?®14, Estudos anteriores mostram que a SOX2 esta presente em
muitas neoplasias, incluindo carcinoma espinocelular cervical, meduloblastoma,
carcinoma pulmonar, cancer de cabeca e pescoc¢o, carcinoma de ovario,
carcinoma espinocelular cutaneo e o melanoma®. A expressédo de SOX2 em
melanomas humanos esta diretamente relacionada a tumorigenicidade e
autorenovacao de células iniciadoras e também de células estaminais de
melanoma3!. A superexpressdo de SOX2 pode induzir iniciacdo, resisténcia,

saida do estado de dorméncia e metastase3233, Relatos recentes demonstram
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que a expressdo de SOX2 pode estar presente em 50% dos melanomas,
estando relacionada com a invasdo neoplasica®*. Alguns autores inferem que a
expressdo de SOX2 é dispensavel para a formacdo de metastases e para a

melanogénese3°3,

Apesar da expressao de SOX2 ser bastante controversa e a proteina SOX3
ndo ter sido ainda esclarecida, a proteina SOX10, outro membro dessa familia
de fatores de transcricao, j& vem sendo amplamente estudada em melanomas.
SOX10 pertence ao subgrupo SOXE juntamete com SOX8 e SOX9, e
desempenham diversas atividades em diferentes tipos celulares, incluindo
células da glia, oligodendrdcito, células do sistema nervoso periférico e sitema
nervoso central bem como os melanécitos®’. A SOX10 esta altamente expressa
em neoplasias mamaérias, carcinoma hepatocelular, tumores adendides cisticos
salivares, glioblastoma, glioma3-4°. No melanoma, a SOX10 é uma proteina
bastante expressa em células primarias e metastaticas, podendo promover a
formacdo de nevos e a manutencdo de nevos congénitos, migracao, invasao,

supressdo da melanogénese e senescéncia*'44,

Partindo do conhecimento do papel dos fatores de transcricdo da familia SOX
em outros tipos neoplésicos, torna-se necesséario o melhor entendimento do
seu comportamento em melanomas orais. A avaliacdo do seu papel podera
fornercer informacfes progndsticas e preditivas relevantes em estudos de
terapia alvo. Devido a sua relagdo com a agressividade em diferentes tipos
tumorais, ndés hipotetizamos que proteinas dessa familia podem, em
melanomas caninos, apresentar um papel semelhante ao observado em

neoplasias humanas.

Materiais e Métodos
Aspectos éticos

Este trabalho foi realizado de acordo com os principios éticos para uso de
animais em experimentacdo e apds aprovacdo pelo Comité de Etica em



21

Experimentacdo Animal (CETEA/CEUA) da Universidade Federal de Minas
Gerais (Protocolo 008/2016).

Casos

Foram analisados 30 casos de melanomas orais, previamente fixados em
formol neutro e tamponado a 10% e armazenados em blocos de parafina, do
arquivo do Laboratério do Comportamento Celular do Departamento de
Patologia da Universidade Federal de Minas Gerais. Os materiais foram obtidos
entre 2005 e 2019, apoOs excisdo cirdrgica de caes atendidos em diferentes

clinicas veterinarias de Minas Gerais, Brasil.
Avaliacao Histopatoldgica

Seccdes histoldgicas de 4um dos tecidos incluidos em parafina, corados com a
técnica hematoxilina-eosina (HE), foram reexaminados para confirmagcdo do
diagnéstico morfologico, de acordo com o0s critérios estabelecidos para
confirmacéo diagndstica de melanoma®. As seguintes caracteristicas foram
determinadas na avaliacdo histopatoldégica: a morfologia das células
neoplasicas (fusiformes ou epitelidides), pigmentacdo das lesdes, evidéncia de
invasdo vascular (émbolo neoplasico), invasdo perineural, ulceracao,

desmoplasia e presenca de atividade juncional (lentiginosa ou pagetoide).
Imuno-histoquimica

Apds a revisdo dos casos, seccdes histologicas de 4um das amostras
selecionadas foram utilizadas na técnica de imuno-histoquimica. Neste
procedimento foi empregado o método de imunohistoperoxidase com
identificacdo a partir de anticorpo secundario polimerizado. A recuperacao
antigénica foi realizada através de calor umido (banho-maria a 98°C) por 20
minutos ou de calor pressurizado a uma temperatura de 125°C por 40 minutos
(Pascal®), com solucdo de citrato, pH 6,0 (Dako Cytomation Target
RetrievalSolution) ou EDTA, pH 9,0 (DakoCytomation Target Retrieval Solution)
diluido a uma concentracédo de 10% e posteriormente resfriado em temperatura
ambiente por 20 minutos. Para realizacdo de blogueio da peroxidase endogena

as laminas foram incubadas em solugdo de H202 3% em &lcool metilico. Os
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reagentes foram aplicados pela técnica manual, sendo o tempo de incubacao
do anticorpo primario de 16 horas e os demais reagentes de 30 minutos, com
excecdo do cromégeno DAB (DAB substrate system, DakoCytomation), que
ficou encubado por 1 minuto. As laminas foram contra-coradas com Giemsa e
Hematoxilina de Harris, para diferenciacdo da pigmentacdo melanica em verde.
Como controles positivos da reacdo foram utilizados tecido cerebral canino,
para SOX2, SOX3, SOX10, e pele, para Ki67. Os controles negativos foram
obtidos por substituicdo do anticorpo primério pelo soro normal de
camundongo, coelho e cabra. Os anticorpos primarios, suas fontes e clones e

principais reagentes estao representados na tabela 1.

Avaliacado da Imuno-histoquimica

A positividade para Melan-A foi identificada pela presenca de marcacgéo
citoplasmatica de cor amarronzada distinta em células neoplésicas, avaliada
por um meétodo semiquantitativo previamente descrito. Foram considerados
positivos 0S casos que apresentaram a marcacao citoplasmatica em mais que

10% das células neoplasicas*®.

Para a determinacado do indice proliferativo das lesdes, pela marcacéo de Ki67,
considerou-se imunomarcacao nuclear em células neoplasicas. Foi realizada a
identificagdo de areas hot spots no tumor, onde foram contadas um total de 500
células neoplasicas por lamina, marcadas ou nao marcadas, em objetiva de
40x (Olympus — BX41). Dentro do total de células contadas, fez-se o calculo de
porcentagem do numero de células que apresentavam imunomarcacao,
obtendo-se assim, o indice requerido. Nesta analise separou-se melanomas
com alto indice proliferativo (25/30) e baixo indice proliferativo (5/30) com o
ponto de corte de referéncia pelo percentual de células imunomarcadas (<19,5
e >19,5)%".

A quantificagdo de SOX2, SOX3 e SOX10, foram analisados em dez campos

histol6gicos aleatérios, em objetiva de 40x (Olympus — BX41).

A porcentagem de marcacédo de SOX2 em células neopléasicas, foi categorizada
de maneira semi-quantitativa, a partir do percentual de células positivas na
area tumoral: 0 (0%), 1 (1-25%), 2 (26-50%), 3 (51-75%), 4 (>75%). A
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intensidade da marcagdo foi considerada visualmente e estratificada da
seguinte forma: 0 (negativo), 1 (baixos), 2 (moderados) e 3 (altos) e a
pontuacéao final foi obtida através da multiplicacdo da porcentagem e o escore
de intensidade. Desta forma, para andlise estatistica a pontuacéo 0 a 4, 6 a 8,
9 a 12 foram consideradas fracas, moderadas e fortes respectivamente?,

A porcentagem de marcacao de SOX3 em células neoplasicas, foi categorizada
de maneira semi-quantitativa, a partir do percentual de células positivas na
area tumoral: 0 (0%), 1 (1-10%), 2 (11-50%), 3(>50%). A intensidade da
marcacao foi avaliada de maneira semi-quantitativa e estratificada da seguinte
forma: O (negativa), 1 (fraca), 2 (moderada) e 3 (forte). Ao final, foi determinado
um score de marcacao para SOXS3, obtida por meio da multiplicacdo do escore
de porcentagem pelo escore de intensidade. Melanomas com escore final
acima de 5 foram considerados com baixa expressdo de SOX3, acima disso,

os tumores foram consideradas de alta expressédo de SOX34°9-51,

A porcentagem de marcacdo de SOX10 em células neoplasicas, foi
categorizada de maneira semiquantitativa, a partir do percentual de células
positivas na area tumoral: 1+, 1 a 25%; 2+, 25 a 50%; 3+, 50 a 75% e 4+;
> 75%. Foi analisada a marcacdo citoplasmatica, nuclear e formacdo de

clusters perinucleares®,
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Tabela 1. Lista de anticorpos, com os respectivos fabricantes, clones, diluicéo,

tempo de incubacdo do anticorpo primario, método de recuperacdo antigénica

e anticorpo secundario.

Anticorpo | Clone Fabricante | Diluicdo | Recuperacd | Anticorpo | Tempo de
0 antigénica | secundério | incubacao
SOX2 Polyclonal | R&D 1:100 Citrato + | Kit ABC* 16h
Systems calor
pressurizado
SOX3 Polyclonal | ThermoFis | 1:100 EDTA + | Anti-Goat** | 16h
her calor umido
SOX10 Polyclonal | Abcam 1:100 Citrato + | Novolink*** | 16h
calor Umido
pressurizado
Melan-A A103 Dako 1:100 Citrato + | Novolink*** | 16h
calor Umido
pressurizado
Ki67 MIB-1 Dako 1:50 Citrato + | Novolink*** | 16h
calor Umido
pressurizado

*(Avidin-Biotin Complex Staining Kits (ABC Kits); Vector Labs's VECTASTAIN, Burlingame, USA).
**(Goat anti-Rat IgG (H+L) Secondary Antibody, Biotin; ThermoFisher Scientific, Rockford, USA).
***(Novolink Polymer Detection Sistem; Leica Biosistems, Newcastle upon Tyne, UK).

Anélise estatistica
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Para a analise estatistica, foi utilizada o software InStat (GraphPad Software),
versdo 3.0. A normalidade dos dados foi verificada através do teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para relacionar as variaveis, foi utilizado o Teste Qui-
quadrado. Possiveis correlacbes foram avaliadas pelo Teste de Spearman ou
Pearson. Foram considerados resultados estatisticamente significativos

aqueles que apresentaram P<0,05.
Resutados
Parametros histopatolégicos

Em relacdo ao subtipo histologico, dos 30 casos analisados, 76,67% (23/30)
eram melanomas epitelidides, 20% (6/30) eram melanomas mistos e somente
um caso, 3,33% (1/30) era melanoma fusiforme. A presenca de Ulceracéo foi
observada em aproximadamente (90%) dos casos. A atividade juncional, foi
observada em 73,33% (22/30) dos tumores, com numeros similares de
alteracbes do tipo pagetdide e lentiginosa e ocorréncia de desmoplasia,
36,67% (11/30) para ambas as alteracfes. A presenca de pigmentacdo e
émbolos neoplasicos foi observada em 63,33% (19/30) e 46,67% (14/30) dos
casos, respectivamente. Nao foi observado nenhum tipo de correlacdo ou

associacao siginificativa entre os achados histopatologicos.
Avaliacdo imuno-histoquimica da expressao SOX2, SOX3, SOX10 e Ki67

A média de expressao de Ki67 nos casos estudados foi 50,46 + 25,31, sendo
observado um alto indice proliferativo em 86,67% (26/30) dos casos (Figura 1 A
e B). Na analise de correlagdo e média com os achados histopatologicos, foi
observada somente uma correlagéo significante com a formagéo de émbolos
(p>0,02 e r=0,48).

A imunomarcacao da proteina SOX2 foi visualizada no citoplasma e no ndcleo
de melandcitos neoplasicos, presente em 23,33% (7/30) dos casos estudados.
No ndcleo, a marcacdo mostrou-se forte e heterogénea em células tumorais,
com uma variacdo de expressao entre 5 a 20 células por campo de maior
aumento (HPF) (Figura 1 C). A marcacao citoplasmatica apresentou-se

homogénea variando de fraca a moderada em melandcitos neoplasicos. A
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expressdo de SOX2 nao apresentou nenhuma correlagdo estatisticamente
significante com a expressao de SOX3, SOX10, Ki-67 e aspectos histologicos

estudados.

A expressdo de SOX3 foi detectada no citoplasma das células neoplasicas,
podendo ser encontrado também em linfécitos intra e peri-tumorais. Foi
observada a expressdo de SOX3 em 20% (6/30) dos casos, desses, 16,67%
(5/30) apresentaram expressao fraca e 3,35% (1/30) apresentaram expressao
moderada (Figura 1 D). Nao foi encontrado nenhuma correlacdo significativa

entre a expressao de SOX3 e o0s aspectos histoldgicos estudados.

Interessantemente, foi observado em tumores com baixa expressao de SOX3
uma elevada expressado de Ki67 (p> 0,0052, r=-0,5316). Corroborando com as
andlises de correlacdo, melanomas orais com positividade para SOX3,
estavam em maior frequéncia associados a melanomas de elevado indice

proliferativo (p<0,05).

Em relacdo a proteina SOX10, foi observada imunoexpressao citoplasméatica
fraca a moderada em 73,33% (22/30) dos casos estudados (Figura 1 E), e
marcacgao nuclear em 20% (6/30) dos casos (Figura 1 F). Observou-se uma
correlacao negativa entre a expressao SOX10 citoplasméatica e SOX10 nuclear
(r= -0,7948, p<0,0001). Por vezes, a presenca de clusters perinucleares foi
observado, contudo sem correlacdo com o0s parametros analisados. A
expressdo de SOX10 ndo apresentou correlagcdo com as proteinas SOX2,
SOX3, SOX10 e Ki67 ou com as caracteristicas histopatolégicas avaliadas
neste estudo.

Discussao

No presente estudo observamos que a proteina SOX3 indicou maior relevancia
como marcador oncogénico nas amostras de melanomas orais caninos
avaliados, devido a sua relacdo com o indice proliferativo nesses tumores. De
maneira distinta, as proteinas SOX2 e SOX10, apesar de apresentarem

imunomarcacado positiva nas amostras de melanoma estudadas, néo
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demonstraram nenhuma relacdo estatisticamente significante com o0s

parametros histolégicos de agressividade nesse tipo tumoral.

Em resumo podemos destacar que, a baixa expressdao de SOX3 apresentou
relacdo inversa com a maior proliferacdo celular em melanomas caninos.
Estudos in vitro, com células de glioblastoma, demonstraram que a SOX3 esta
associada a mudancas nas vias relacionadas a proliferacdo?°. Além disso, a
presenca de SOX3 foi visualizada no citoplasma de células neoplésicas,
diferente do que € descrito em células ndo neoplasicas, onde a
imunoexpressao dessa proteina € observada também no ndcleo da célula,

como esperado pela sua acdo como fator de transcricdo®.

Em muitos tipos neoplasicos humanos, como glioblastoma, carcinoma de
células escamosas esofagico, cancer de estdmago, carcinoma de ovario a
expressdo de SOX3 tem sido associada a um pior progndstico?9232426 Suas
vias de atuacdo ainda sdo pouco compreendidas no cancer, contudo ja é
reconhecido o seu papel na supressao da autofagia e ativacdo da via HedgHog
em glioblastomas®. Além disso é descrito que a SOX3 induz migracdo e
invasdo no cancer gastrico, por meio da ativacdo da metaloproteinase 9%6. A
SOX3 pode ser regulada por diferentes fatores de transcri¢ao, incluindo o ERK,
induzindo as células neoplasicas a desempenhar papeis cruciais na progressao
tumoral, conduzindo o tumor a um fendtipo mais agressivo?3. Uma explicagdo
para a correlacdo entre a expressdao de SOX3 e o indice proliferativo, em
melanomas caninos orais, pode ser baseado no fato da SOX3 estar associada
a regulacdo do ciclo celular semelhante ao observado em células de

osteossarcoma®?.

A expressao citoplasmatica de SOX3 em melanomas caninos orais nao havia
sido abordado anteriormente na literatura. Nossos dados indicam que o padréo
de expressdo citoplasmatica de SOX3 em melanomas caninos orais €
semelhante a outras neoplasias descritas. E sugerida que essa mudanca na
localizacdo da imunoexpressao esteja relacionada a uma maior proliferacéo e
invasao celular, promovendo uma menor taxa de sobrevida e maior chance de

recorréncia tumoral 2%, Estudos de determinacdo prognéstica devem ser
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realizados para compreender melhor esse comportamento em melanomas

caninos orais.

Tem sido sugerido também que, a expressdo de SOX3 pode estar relacionada
as vias ligadas a diferenciacdo celular, resposta imune; NF-Y e apoptose,
conduzindo tumores com expressao de SOX3 a um pior prognoéstico. Além
desses eventos, a SOX3 promove supressdo da sinalizagdo da proteina
morfogenética 6ssea (BMP) por meio da inibicdo de Xvent2 e BMP4 em
embrides de Xenopus®3. Em linhagens de células de cancer de mama, sugere-
se que a expressdao de SOX3 esteja relacionada a transicdo epitélio-
mesénquimal, configurando implicagdes na biologia tumoral contribuindo para

formacado metastatica. Contudo esse comportamento ndo € observado para

células de melanomas, no modelo in vitro A375P 37,

Diferente do observado para a SOX3, as proteinas SOX2 e SOX10 nao
demonstraram correlacdo com os parametros em relagdo ao comportamento
proliferativo ou aspectos histopatoldégicos compativeis com a agressividade de
melanomas orais*. A expressdo de SOX2 em melanomas caninos orais pode
funcionar como supressor ou ativador em outras vias sinalizagdo, semelhante
ao observado em estudos in vitro®. Em carcinomas hepatocelulares, gliomas e
cancer colorretal, a SOX2 induz transicéo epitélio-mesénquimal e invasdo>58,
Desse modo, sugere-se gque estudos envolvendo as vias de transicao epitélio-
mesénquimal e a invasdo em melanomas caninos orais possam estar

relacionadas a maior expressao de SOX2 nesse tipo tumoral.

De maneira semelhante a SOX2 e ao oposto da literatura, que demonstra a
presenca de SOX10%%% no nicleo das células, nossos estudos indicaram a
presenca dessa proteina principalmente no citoplasma, somada a formacao de
clusters perinucleares nos melanomas estudados. SOX10 é uma proteina
expressa homogeneamente no melanoma primario e metastatico, e importante
para a diferenciacdo dos melandécitos. Mutacbes somaticas no SOX10 ocorrem
no melanoma em estagio inicial, sendo que SOX10 regula positivamente a
expressao de MITF, MET e Nestina no melanoma e responde aos sinais Wnt.
Sua localizagé@o nuclear é controlada pelo receptor tirosina quinase Tam Tyro3

e sua atividade é modulada pelo fator de transcricio SOX561. A
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superexpressdo de SOX10 citoplasmatica e perinuclear podem indicar sua
forma inativa, mutada ou em interacdo com outras proteinas, como a nestina, e
portanto, desempenhando um papel de maior agressividade tumoral em

melanomas caninos orais®?.

N&o observamos nenhuma relacdo entre o comportamento agressivo de
melanomas de acordo com os parametros histopatologicos e a mudanga na
expressdo de SOX10. Melanomas que apresentam alto indice proliferativo
observa-se alta expressao de MITF, visto que SOX10 regula a via MITF, pode
sugerir que a invasdo no melanoma oral ocorra devido a baixos niveis de MITF
e alta expressdo de ZEB1 ou por meio da ativacdo direta da atividade inibit6ria
de melanoma (MIA) a invasdo®34. Portanto, nas amostras utilizadas precisa
ser estudadas essas vias de ativagcdo de SOX10 para se investigar uma
possivel correlacdo com ativacdo dessas vias e a proliferacdo em melanomas

orais em caes.

Nosso estudo demonstra evidéncias da atividade dos fatores de transcricdo da
familia SOX no melanoma oral canino. SOX3 mostrou-se mais relevante neste
estudo, demonstrando relagdo inversa com a proliferacdo celular. Em relacéo
aos fatores de transcricdo SOX2 e SOX10, consideramos necessaria a analise
de outras vias oncogénicas para a compreensdo de suas atividades no
melanoma oral. A regulacdo da SOX tanto em cées quanto em humanos pode
envolver a ativacdo de outras vias além daquelas ligadas a proliferacdo
contribuindo para maior agressividade tumoral deste tipo neoplasico. Contudo,
0 seu papel progndstico precisa ser determinado e estudos funcionais podem

corroborar com os resultados aqui observados.
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Figura 1: Fotomicrografia de melanoma canino oral, contra-coloragdo com
Giemsa e Hematoxilina 400X e insert de 600x. Imagem A e B. Imunomarcacéo
para Ki67 em células neoplasicas, em A alto indice proliferativo, em B baixo
indice proliferativo, marcacdo nuclear apontado pelas setas. Imagem C,
Imunomarcacdo para SOX2 em células neoplasicas marcacdo nuclear
apontado pelas setas. Imagem D, imunomarcacdo para SOX3 em células
neoplasicas, demonstrando intensidade moderada, marcagédo citoplasmética.
Imagem E, apontado pelas setas. Imunomarcacdo para SOX10, marcacdo
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citoplasmatica. Imagem F. Imunomarcacdo para SOX10, marcacdo nuclear,

apontado pelas setas.
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5. CONCLUSAO GERAL

Nossos achados permitem concluir que:

i)

i)

Existe uma correlagéo inversa entre os casos de alta proliferacéo celular e baixa
expressdo de SOX3 em melanomas caninos e podendo fornecer informacgoes
importantes na compreensdo desse modelo de estudo tumoral. Além da
mudanca de sua localizagdo celular, essa proteina aparentemente esta associada
a regulacéo do ciclo celular e consequentemente maior agressividade tumoral.
SOX2 ndo demonstrou correlacdo com o0s parametros histopatoldgicos e
proliferacdo celular.

SOX10 demonstrou correlacdo entre a expressdo citoplasmatica e expressdo

nuclear.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Sabidamente, o melanoma oral representa uma neoplasia de baixa incidéncia e alta

letalidade, devido a seu potencial relativamente alto de invasdo e poder metastatico,

sendo agravado por seu diagndstico tardio. Ainda que humanos nos dias atuais possuem

mais acessibilidade ao cirurgido dentista o diagnéstico do melanoma e outras

comorbidades mantem-se tardiamente devido a ndo cultura de se manter visitas

rotineiras ao consultério odontoldgico. Os cdes demonstram quadro parecido aos

humanos, sendo mais uma vez o diagnéstico tardio um agravante para o prognostico

para ambas as espécies.
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Marcadores preditivos e prognosticos vem sendo cada vez mais bem estabelecidos para
se conduzir as terapias antitumorais. A localiza¢do, formacdo de émbolos neoplésicos
caracteristicas histopatolégicas do tumor, bem como a proliferacdo celular, ja séo
vastamente usadas na oncologia. Porém, melanomas sdo tumores heterogéneos com
baixa resposta terapéutica e astuciosa resisténcia a terapias convencionais, mostra-se
fundamental o estabelecimento de novos parametros para estadiamento, tratamento e

acompanhamento dessa comorbidade.

A proliferacdo esta ligada diretamente com a progressdo tumoral, por ser considerado
efeito contrério a apoptose. O indice proliferativo no melanoma mostra-se alto, sendo
candidato a possiveis alvos terapéuticos. Outros marcadores como SOX2, SOX3 e
SOX10 podem desempenhar papeis prognésticos na terapéutica do melanoma oral.
Podemos sugerir que o estudo mais aprofundado do papel da SOX no melanoma oral
pode fomentar achados inovadores para controle deste tipo tumoral. Em destaque a
SOX3 que mostrou correlacdo negativa com a proliferacéo celular neste trabalho.

Portanto, o0 melanoma oral carece de mais estudos relacionados as proteinas SOX e vias
relacionadas a proliferacdo, afim de elucidarem os mecanismos por trds da expressao

dessas moléculas no melanoma oral canino.
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