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Impacto cientifico esperado: Entendimento de como uma célula tumoral milenar
conseguiu evitar a extingdo, transmitindo-se entre individuos da mesma espécie com o
comportamento semelhante ao parasitario, inclusive superando os mecanismos de
imunovigilancia, além da evasdo dos mecanismos mediados pelo guardido do genoma,
gene TPS53.

Impacto social: Em 2020, a OMS registrou 10 milhdes de mortes global pelo cancer. A
compreensdo da evolucdo e dos mecanismos de transmissdo do Tumor Venéreo
Transmissivel Canino contribuird para o desenvolvimento de terapias direcionadas a
evitar o estabelecimento de tumores primarios e suas metastases.

Impacto econémico: A revista Forbes estimou globalmente que 25,2 bilhdes de délares
sao investidos em tratamentos, sem considerar as perdas humanas. Esforcos para
controlar esse tipo de doenca reduzirdo essas perdas. Os resultados desta pesquisa
sugerem alto potencial, do ponto de vista da bioengenharia, para o desenvolvimento de
modelos de estudo e terapias direcionadas a partir de cultivo de TVT.
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Andlises da expresséo de P53, CXCL8 e das mutacdes de TP53 no tumor venéreo

transmissivel relacionado ao comportamento biolégico e microambiente tumoral.

RESUMO:

Introducdo: O tumor venéreo transmissivel (TVT) é a neoplasia cuja principal
caracteristica reside no fato de que a célula neoplasica ndo é prépria do hospedeiro.
Baseia-se na transferéncia interindividual de clones de células neoplasicas originadas ha
milhares de anos em um individuo canino fundador. Utiliza os mesmos mecanismos
envolvidos na metastase, para sua transmissdo. Seu comportamento, semelhante as
neoplasias malignas, e a capacidade de evasdo do sistema imunolégico sdo alvos de
pesquisas continuas. Nesta pesquisa, avaliamos as mutacbes do gene TP53
relacionadas a expressao de P53. A expresséo de CXCL8 e considerada fundamental na
capacidade de modulag&o da imunovigilancia, bem como a interagdo da célula tumoral
com ceélulas endoteliais na angiogénese. Método: Mutacdes de TP53 via
Sequenciamento Sanger. Imunofenotipagem para P53 e CXCL8 pela Imunohostoquimica
para 18 casos da regido andina da Coldmbia e 17 casos do interior de Sao Paulo, Brasil.
Resultado: A sequéncia do TP53 exclui mutagdes ndo sindbnimas. Mesmo assim, o TVT
apresentou polimorfismo em nucleotideos que séo aceitos como mutacdes sinbnimas
gue apresentaram codons de posicdo diferente nas duas regibes geogréaficas. A
Imunofenotipagem para P53 apresentou baixa expresséo nas células tumorais em ambos
grupos, sugerindo baixa taxa apoptotica. A pesquisa determinou alta expressédo de
CXCLS8, que gera maior entendimento sobre o perfil de citocinas que esse tumor utiliza
para modular sua sobrevivéncia. Discussao: A descoberta de mutagcdes sindbnimas no
gene TP53 pode estar relacionada a transcricao e subsequente quantificacdo de P53. No
entanto, o modelo estatistico desta pesquisa ndo encontrou evidéncias que vinculem a
baixa expressdo de P53 a presenca ou auséncia de muta¢des. Além disso, o codon de
localizagdo das trés mutagOes encontradas, foi diferente de acordo com a regido
geogréfica, e 0os casos que apresentaram mutacdo tiveram expressdo de P53 no
citoplasma. A alta expressédo de CXCL8 e outras citocinas avaliadas em estudos
paralelos sugere que essa célula aproveita a capacidade pleiotr6pica e antag6bnica
propria dessas moléculas para garantir sua sobrevivéncia. Concluséo: Mutacdes
sindbnimas de TP53 em TVT apresentam diferencas regionais, indicando a existéncia de
fatores epigenéticos e ambientais que geraram selecdes de subclones em diferentes
ambientes geograficos. A elevada expressao de CXCL8, como parte do perfil de citocinas
de TVT e sua correlagdo com o comportamento biolégico, suscita interesse especial para
a utilizagcdo de TVT como modelo de estudo em carcinogénese e desenvolvimento de
tratamentos para doengas autoimunes.

Palavras-chave: TVT, Mutacdes, TP53, P53, CXCLS.
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Analysis of P53, CXCL8 Expression, and TP53 Mutations in Transmissible Venereal
Tumor in Relation to Biological Behavior and Tumor Microenvironment.

Abstract:

Introduction: Transmissible venereal tumor (TVT) is a neoplasia characterized by the
neoplastic cell not being host-specific. It relies on the interindividual transfer of clones of
neoplastic cells originating thousands of years ago in a canine founder individual. It utilizes
mechanisms involved in metastasis for its transmission. Its behavior, similar to malignant
neoplasms, and its ability to evade the immune system are subjects of ongoing research.
In this study, we evaluated TP53 gene mutations related to P53 expression. CXCL8
expression is considered crucial for immunovigilance modulation and the interaction of
tumor cells with endothelial cells in angiogenesis. Methods: TP53 mutation analysis via
Sanger Sequencing. P53 and CXCL8 immunophenotyping via Immunohistochemistry for
18 cases from the Andean region of Colombia and 17 cases from Sao Paulo, Brazil.
Results: The TP53 sequence excluded nonsynonymous mutations. Nevertheless, TVT
exhibited nucleotide polymorphism accepted as synonymous mutations that presented
different codons in the two geographic regions. P53 immunophenotyping showed low
expression in tumor cells in both groups, suggesting a low apoptotic rate. The study
identified high CXCL8 expression, providing a deeper understanding of the cytokine
profile that this tumor employs to modulate its survival. Discussion: The discovery of
synonymous mutations in the TP53 gene may be related to the transcription and
subsequent quantification of P53. However, the statistical model in this study found no
evidence linking low P53 expression to the presence or absence of mutations.
Additionally, the codon location of the three mutations found was different according to
the geographic region, and cases with mutations had P53 expression in the cytoplasm.
The high expression of CXCL8 and other cytokines evaluated in parallel studies suggests
that this cell leverages the pleiotropic and antagonistic capacity of these molecules to
ensure its survival. Conclusions: Synonymous mutations in TP53 in TVT exhibit regional
differences, indicating the existence of epigenetic and environmental factors that have led
to the selection of subclones in different geographic environments. Moreover, mutations
are associated with P53 expression in the cytoplasm, possibly due to issues in
phosphorylation and protein transport. The elevated expression of CXCL8, as part of
TVT's cytokine profile and its correlation with biological behavior, sparks special interest
in using TVT as a study model in carcinogenesis and the development of treatments for
autoimmune diseases.

Keywords: TVT, Mutations, TP53, P53, CXCLS8.
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Apresentacao

A dissertacao foi subdividida em dois capitulos: o primeiro traz a introducao, revisao
bibliogréafica, objetivos, metodologia, resultados e a discussdo. O segundo consiste no

manuscrito para submissao no periédico cientifico Frontiers in Oncology, ao final traz as
interpretacdes no item Concluséo.
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CAPITULO 1

1. Introducéo
Na Medicina Veterinaria e Humana, o diagndstico, tratamento e controle da

progressao do cancer representam expresso desafio técnico devido a complexidade dos
mecanismos envolvidos. Analises detalhadas do perfil génico, transcriptomico e
molecular permitem maior abrangéncia das interacées entre o tumor, hospedeiro e 0

microambiente (Chung, et al 2016).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima mais de 20 milhdes de novos
casos de cancer para 2025, os quais 80% impactardo os paises em desenvolvimento.
Em 2018, foram diagnosticados 18 milhdes de novos casos. Em razéo disso, 10 milhdes

de mortes projetadas (Bray, F. et al 2018).

Em animais, ndo se tem conhecimento de dados globais. Estima-se um de cada
guatro cdes que desenvolvem cancer vem a Obito. Assim, é preciso investigacdes
aprofundadas que permitam compressao dos processos de carcinogénese (Adams, et al
2010; Stromberg, 2017).

No cancer as abordagens de diagndstico e terapéutica estdo em constante
evolucdo; é imprescindivel aprofundar a compreensao das etapas da carcinogénese e
identificar genes com funcdes condutoras que atuam na progressao, proliferacdo e
metastase (Youn, A.; Simon, R 2011); da mesma forma, novos genes, bem como a
funcdo das sequencias de DNA/RNA tornam-se necessarios (Passos, G. A.; Bertrand, J.
C 2010).

Na pesquisa de eventos relacionados a carcinogénese comparada, o cdo €
fundamental, por exibir similaridades biologicas, epidemioldgicas, clinicas e bioquimicas
com os humanos e compartilha ambiente e costumes com seus proprietarios. Estudos da
carcinogénese nesta espécie, sem duvidas podem trazer valiosas informacdes para
ambas espécies neste mesmo sentido (Kumaraguruparan, 2006; Casteleyn, 2012; Tae-
min, Kim, 2020)
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O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) é considerado um dos mais antigos,
representando o sucesso na evolucado do cancer, bem como uma transicdo biolégica
incomum de um organismo multicelular para uma forma parasitaria coespecifica
assexuada. Além disso, ele oferece oportunidades para estudos da carcinogénese.
(Ujvari, B., et al. 2016; Baez-ortega. et al 2019; Baez-ortega. et al 2019; Ramirez, RR. et
al. 2010).

A assinatura biolégica desse tumor contem biomarcadores que permitem avaliar
susceptibilidade, resisténcia e possivel prognéstico. Em alguns casos estabelecer o perfil
de pacientes que podem responder melhor ao tratamento ou mesmo indicar o

comportamento biolégico do tumor (Sizova, D, 2007; Penet, 2014).

Pesquisas no TVT podera trazer compreensao da evolu¢ao e do comportamento,
inclusive dos aspectos relacionados as neoplasias metastaticas que se desenvolvem nos
animais e nos humanos (Pearse, 2012, Belov, K. 2012; Hayes, et al 1983, Rechavi, et al.
1991).
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8. Concluséao

A mudanca de posicao observada nos codons avaliados pode indicar que em sua
evolucdo o TVT desenvolveu uma estratégia diferente da humana para driblar os
mecanismos de apoptose mediados pelo TP53.

A preservacao da sequéncia de aminoacidos no segmento de interesse do gene
TP53 nos espécimes de estudo e nos controles sem neoplasia sugere que a estrutura do
gene nos 4 pontos de unido ao DNA avaliados ndo apresenta alteracdes. Esse achado
indica que a progressao tumoral ndo depende do TP53 e poderia ser explicada pelo
entendimento dos mecanismos de evasédo e modulagdo do sistema imunolégico, os quais
incluem a capacidade de secrecdo de citocinas e fatores de crescimento, além da
capacidade de regular a diferenciacdo das células imunitarias e as células estromais.

A descoberta de uma mutag&o sinénima no polimorfismo de um unico nucleotideo
em TVT, que ndo compromete a sequéncia de aminoacidos nos dominios de ligacdo ao
DNA, juntamente com a baixa expressdo de P53 nas amostras avaliadas, sugere que
essa mutacdo compromete a estrutura ou a quantidade da proteina codificada. No
entanto, sdo necessarios estudos futuros para avaliar a estrutura dessa proteina e
confirmar essa nova hipétese.

As caracteristicas de sinergismo, antagonismo, redundéancia e plasticidade de

CXCL8 sdo mecanismos-chave na progressao desta neoplasia. A alta expressédo desta
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citocina, juntamente com achados de transcriptdmica previamente descritos, tornam este
tumor um potencial modelo para o estudo da inducdo de Netose, bem como um modelo

in vitro para a avaliagdo de tratamentos de imunoterapia anti-IL8.
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