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ARIAS, V. G. S. Comportamento bioldgico do tumor venéreo transmissivel canino:
analises da expressio de MMP9, VEGF e CASP9 em relacido as caracteristicas de
malignidade. Botucatu, 2024. 68 p. Mestrado — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) € a neoplasia de células redondas mais antiga
conhecida, com caracteristicas plasmocitoides e/ou linfocitoides. Sua singularidade gendmica
e comportamento biologico versatil o tornaram um excelente objeto de estudo e pesquisa, no
entanto, existem areas sobre o comportamento bioldgico que necessitam de maiores estudos. O
objetivo do trabalho foi analisar critérios citomorfologicos de malignidade do tumor venéreo
transmissivel, e estabelecer a relagdo com a expressao da metaloproteinase de matriz 9 (MMP9),
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e caspase 9 (CASP9). Portanto, por meio de
imuno-histoquimica, foram analisadas 19 amostras de TVT usando anticorpos anti-MMP9,
VEGF e CASP9, e os dados obtidos foram comparados com as caracteristicas citologicas de
malignidade gerais, citoplasmdticas e nucleares das amostras analisadas. Realizamos uma
analise estatistico utilizando os testes de Tukey-Kramer e de correlagdo de Spearman, sendo as
diferencas com p<0,05 consideradas estatisticamente significativas. Os dados indicam que a
expressao de MMP9 no TVT pode estar relacionada com a implantagdo tumoral, o que
possibilita ao tumor criar um ambiente propicio para se alojar, nutrir, crescer, regenerar,
proteger e promover a propagagao de células cancerigenas. Nossos resultados indicam também
que a expressio de VEGF no TVT esta relacionada com a alta taxa de angiogénese
caracteristicas do tumor, enquanto a imunoexpressao de CASP9 pode estar relacionada com as
aberragdes cromossomicas das células cancerosas. Foi observada maior expressdo de alguns
critérios de malignidade no padrdo plasmocitoide do TVT, o que pode confirmar a natureza
agressiva desse subtipo citomorfologico. Espera-se que os resultados possam contribuir para o

entendimento da dindmica da agressividade do tumor e seu comportamento biologico.

Palavras chaves: Caes; Imunohistoquimica; Neovascularizacdo; Metaloproteinases; Caspases.
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ARIAS, V. G. S. Comportamento bioldgico do tumor venéreo transmissivel canino:
analises da expressio de MMP9, VEGF E CASP9 em relacio as caracteristicas gerais de
malignidade. Botucatu, 2024. 68 p. Mestrado - Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The Transmissible Venereal Tumor (TVT) is the oldest known round cell neoplasm, with
plasmacytoid and/or lymphocytoid characteristics. Its genomic uniqueness and versatile
biological behavior have made it an excellent object of study and research; however, some
research areas on behavior biological this malignancy require further study. The objective of
the research was to analyze cytomorphological criteria for malignancy of the transmissible
venereal tumor, and establish the relationship with the in-situ expression of matrix
metalloproteinase 9 (MMP9), vascular endothelial growth factor (VEGF) and caspase 9
(CASP9). Therefore, using immunohistochemistry approaches, 19 TVT samples were
evaluated using specific MMP9, VEGF, and CASP9 antibodies, and the data obtained were
compared with the general cytological, cytoplasmic and nuclear malignant characteristics of the
analyzed samples. We performed a quantitative Tukey-Kramer and Spearman correlation
analysis, which with p<0.05 values were considered statistically significant. The findings
indicate that the MMP9 expression of may be related to tumor implantation, which allows the
tumor to create a favorable environment to house, nourish, grow, regenerate, protect, and
promote the spread of cancer cells. Our study suggests that VEGF expression in TVT cells is
related to the high rate of angiogenesis characteristic of this tumor. In addition, CASP9
immunoexpression may be related to chromosomal aberrations in cancer cells. A higher
expression of some malignancy criteria was found in the plasmacytoid pattern, which may
confirm the aggressive nature of this cytomorphological subtype. It is expected that the results
this study can contribute to the understanding of the dynamics of tumor aggressiveness and its

biological behavior.

Key words: Dogs; Immunohistochemistry; Neovascularization; Metalloproteinases; Caspases.
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CAPITULO 1

1. Introducéo

O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT), também conhecido como tumor de Sticker,
sarcoma venéreo transmissivel, sarcoma infeccioso, ¢ uma neoplasia de origem incerta.
Entretanto, na analise citologica ou histopatologica € classificado como uma neoplasia de
c¢lulas redondas, de aspecto plasmocitoide, linfocitoide ou misto (Amaral et al., 2007; Prasad
et al., 2007; Gaspar et al., 2010).

O TVT apresenta algumas particularidades, dentre elas afinidade pelo cdo (Nielsen et
al., 1990; Oliveira et al., 2013; Ganguly et al., 2013; Féo et al., 2020), geralmente ndo é
agressivo, pois raramente estd relacionado com ébito do paciente. No entanto, 0s casos
resistentes e de metastase de TVT sdo raros, cerca de 5% (Das et al., 2000).

Este cancer tem um comportamento autolimitado, consegue suprimir € expressar
proteinas, alterando sua evolucdo (Dujon et al., 2020). Multiplos mecanismos pelos quais o
TVT procura escapar da morte celular foram identificados, incluindo a expressao de genes
envolvidos na resisténcia a quimioterapia, como ¢ a mutacao do gene MDR que codifica a P-

glicoproteina (Gaspar et al., 2009; Gaspar et al., 2010).

A pesquisa de alteragdes genética tem sido realizada no TVT, como a analise da
expressao e mutagdao do gene TP53 (Servin et al., 2009; Stockmann et al., 2011; Montoya et al.,
2014; Huppes et al., 2016), um gene que codifica a proteina P53 ligando pontos de controle do
ciclo celular, que desencadeia uma cascata de mecanismos de reparo de DNA, através da
proteina P21, além disso, induz a ativacdo de vias apoptdticas e antiapoptoticas, alterando
expressao dos mecanismos da familia BCL-2 (Montoya et al., 2014; Setthawongsin et al., 2019;

Féo et al., 2020).

O TVT pode evadir com sucesso o sistema imunologico do corpo do hospedeiro,
evitando ativacdo do reconhecimento antigénico via MHC (Duzanski et al., 2019; Alzate et
al., 2019; Duzanski et al., 2022). Devido aos seus mecanismos evolutivos e por ser um
modelo-chave na evasao tumoral, 0 TVT tem sido um tumor amplamente estudado (Alzate
et al., 2019; Féo et al., 2020)

Além disso, as similaridades entre o comportamento biolégico versatil do TVT
(Alzate et al., 2019; Féo et al., 2020) com outras neoplasias em animais (Pearse et al., 2012;

Murchison et al., 2014) e no homem (Féo et al., 2020), como o sarcoma de Kaposi (Hayes



12

et al., 1983; Rechavi et al., 1991), , fazem do estudo sobre o desenvolvimento desse tumor
uma tarefa desafiadora quando se vislumbra uma possivel contribui¢do para o entendimento
de outros tumores com comportamentos semelhantes ao TVT.

No ambulatério de citologia do Hospital Veterinario de Botucatu - UNESP, o TVT é
a segunda neoplasia de maior incidéncia em cdes, perdendo apenas para as neoplasias
mamarias (Amaral et al., 2004; Duzanski et al., 2020). Na ultima década, o Laboratorio de
Patologia Investigativa Comparada da FMVZ - Botucatu vém estudando TVT com diferentes
graus de agressividade (Amaral et al., 2004; Bassani-Silva et al., 2007; Gaspar et al., 2005;
Danzankil et al., 2019; Do Prado Duzanski et al., 2022), implementando o Sulfato de
Vincristina como tratamento padréo (Gaspar et al., 2009, Gaspar et al., 2010; Ramirez et al.,
2021) a fim de aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos de evolugdo do tumor e as
variagdes em seu comportamento biolégico de acordo com sua citomorfologia.

Dessa forma, considerando a importancia de aprofundar a compreensdo da evolugdo e
patogenicidade do TVT, com os resultados obtidos com os projetos do grupo de pesquisa
prévios e em andamento, foi avaliada por meio da analise imuno-histoquimica, a presenga da
proteina MMP9 (Figura 1), responsavel pela degradagao de componentes da matriz extracelular
(MEC). Por outro lado, através da expressao de VEGF (Figura 2), foi medida a taxa de
angiogénese tumoral, e além disso, através de imunorreatividade de CASP9 (Figura 3), foi
estudada a instabilidade cromossdomica das células cancerigenas. Finalmente, a expressdao dos
anticorpos foi comparada os critérios de malignidade citopatologicos em relagdo com o

comportamento biologico.
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