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RESUMO

DUZANSKI, A.P. Interacdo entre hospedeiro e tumor venéreo transmissivel
canino: diversidade de células mononucleares e do complexo principal de
histocompatibilidade. 2017. 149 p. Dissertacdo (Mestrado em Patologia) -
Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2017.
O tumor venéreo transmissivel canino (TVTC) ocorre naturalmente em cdes, sem
predilecdo por raca ou sexo sendo transmitido durante o coito ou habitos sociais. E
também um tumor transplantavel experimentalmente e tem sido utilizado como
modelo para o estudo da relacdo entre tumor e hospedeiro. Apesar da maior
infiltracdo inflamatdria intratumoral e da expressdo de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) estar associada a regressdo do tumor, 0
papel central das células imunes do hospedeiro na evolugéo clinica do TVTC ainda
ndo esta claro. Neste estudo nds buscamos analisar a interagdo entre TVTC natural e
hospedeiro, especialmente sob o ponto de vista da imunidade celular tumoral. Aqui
nos identificamos e quantificamos por citometria de fluxo células T (CD3+, CD4+ e
CD8+), células NK, células B, macréfagos, em amostras de sangue e de tumor, além
da expressdo imunoistoquimica de moléculas do MHC de classe | e 1, sobretudo nas
diferentes fases clinicas do tumor, assim como classificamos os subtipos citoldgicos
do tumor e avaliamos o comportamento tumoral frente ao tratamento quimioterapico
com sulfato de vincristina em uma amostra de 22 cdes com TVTC natural. A
quimioterapia foi efetiva no tratamento da maioria dos casos. Encontramos
predominio de TVTC linfocitdide e que metéstases e resisténcia quimioterapica
ocorreram apenas nos tumores de fenotipo linfocitéide e misto. Identificamos
aumento significativo na expressdo de moléculas de MHC classe | e Il na fase de
regressdo. As células T CD3+ estavam igualmente presentes nas fases de progressdo
e regressdo. Porém, as células T (CD4+ e CD8+), células NK e macrdfagos estavam
mais presentes na fase de regressdo, enquanto as células B estavam em maior
guantidade na fase de progressdo, mas nao foi possivel correlacionar a fase clinica do
tumor com um Unico tipo predominante de infiltrado inflamatério intratumoral.

Ainda, a fase clinica e o subtipo citoldégico do tumor natural ndo pareceram ser



determinantes na resposta ao tratamento quimioterapico, assim como nao
encontramos diferenga imune expressiva entre os subtipos citolégicos do tumor,
indicando, portanto, ndo haver diferenca quanto a interacdo tumor/hospedeiro.
Nossos achados em citometria de fluxo mostram que a maior presenca de células T
no microambiente tumoral antes do inicio da quimioterapia ndo favoreceu a regressao
do tumor, ao contréario da populagdo macrofagica que parece ter contribuido para o
menor numero de sessdes quimioterapicas. Identificamos ainda que cées fémeas e
cdes de raca, em geral, apresentaram maior presenca de células mononucleares
circulantes e infiltrantes, e que as fémeas mostraram evidéncia de resposta mais
favoravel a remissdo completa do tumor acompanhada de quimioterapia em
comparagdo aos cdes machos, uma vez que as fémeas apresentaram maior infiltrado
intratumoral de macrdfagos. Por fim, nossos dados ndo sustentam uma forte
evidéncia de regressdo espontanea no TVTC natural. Mais estudos sdo necessarios
para melhor entender os mecanismos da interacdo entre células do tumor e
hospedeiras e a sua implicacdo na imunidade antitumoral, uma vez que, na auséncia
de tratamento o tumor natural provavelmente nao regride espontaneamente, pois o
sistema imune do cédo parece ser requisitado pelo tumor durante os eventos bioldgicos
associados a tumorigénese e ao escape da imunovigilancia.

Palavras-chave: Cado, TVTC, imunidade celular tumoral, MHC classe | e II,
vincristina.



ABSTRACT

DUZANSKI, A.P. Interaction between host and canine transmissible venereal
tumor: diversity of mononuclear cells and major histocompatibility complex.
2017. 149 p. Dissertation (Master in Pathology) - Medicine School Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2017.

The transmissible venereal canine tumor (CTVT) occurs naturally in dogs, without
predilection for race or gender being transmitted during intercourse or social habits. It
Is also an experimentally transplantable tumor and it has been used as a pattern for
the study about the relationship between the tumor and the host. Despite the greater
intratumoral inflammatory infiltration and the expression of major histocompatibility
complex molecules (MHC) is associated with tumor regression, the central role of
host immune cells in the CTVT clinical evolution is not clear yet. In this study we
sought to analyze the interaction between natural and host CTVT, especially from the
point of view of tumor cell immunity. Here we identify and quantify by flow
cytometry cells T (CD3+, CD4+ e CD8+), cells NK, cells B, macrophages, in blood
and tumor samples, besides the immune histochemical expression of MHC class |
and 11 molecules, specially in the different clinical phases of the tumor as well as
classifying the cytological subtypes of the tumor and evaluating the tumor behavior
against the chemotherapy treatment with vincristine sulfate in a sample of 22 dogs
with natural CTVT. Chemotherapy was effective in the treatment of most cases. We
found a predominance of Ilymphocytoid CTVT and that metastases and
chemotherapeutic resistance occurred only in tumors of lymphocytoid and mixed
phenotype. We identified a significant increase in the expression of MHC class | and
Il molecules in the regression phase. T CD3+ cells were also present in the
progression and regression phases. However, T cells (CD4 + and CD8 +), NK cells
and macrophages were more present in the regression phase, while B cells were more
in the progression phase, but it was not possible to correlate the clinical phase of the
tumor with a single type prevalent of infiltrated intratumoral inflammatory.
Moreover, the clinical and cytologic subtype of the natural tumor did not appear to be
determinant in the response to the chemotherapeutic treatment, nor did we find an



expressive immune difference between the cytological subtypes of the tumor,
indicating, therefore, that there was no difference in the tumor/host interaction. Our
findings in flow cytometry show that the increased presence of T cells in the tumor
microenvironment prior to the initiation of chemotherapy did not favor tumor
regression, unlike the macrophagic population that appears to have contributed to the
lower number of chemotherapy sessions. We also identified that female dogs and
breed dogs in general had a higher presence of circulating and infiltrating
mononuclear cells and that females showed evidence of a more favorable response to
complete remission of the tumor accompanied by chemotherapy compared to male
dogs, since females showed greater intratumoral infiltration of macrophages. Finally,
our data do not support strong evidence of spontaneous regression in natural CTVT.
More studies are necessary to better understand the mechanisms of interaction
between tumor cells and hosts and their implication in antitumor immunity, since in
the absence of treatment the natural tumor probably does not regress spontaneously,
as the dog's immune system appears to be required by the tumor during the biological
events associated with tumorigenesis and the escape of immunovigilance.

Key words: dog, CTVT, tumor cell immunity, MHC class I e I, vincristine.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Painel de imunomarcacdo de moléculas de MHC classe | e Il no

Tabela 3 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos 22 cdes com TVTC
(0 T=] 1 | = LSS
Tabela 4 - Distribuicdo e dados clinicos descritivos dos 22 cdes com TVTC

[0 T=T 1 = LSRR

Tabela 5 - Distribuicdo e dados descritivos referentes ao subtipo citoldgico,

fase evolutiva e reposta a quimioterapia dos 22 cdes com TVTC genital ............

Tabela 6 - Média, desvio padrdo, amplitude de variagdo dos valores do
hemograma de 22 cdes com TVTC antes do inicio do tratamento

(o[0T TaaLTo) =T = o] [ ISP

Tabela 7 - Valores percentuais da analise de citometria de fluxo para as células
mononucleares em amostras de sangue e de tumor referentes as diferentes fases
CHNICAS 0O TVTC .ot

Tabela 8 - Valores percentuais da analise de citometria de fluxo para as células
mononucleares em amostras de sangue e de tumor referentes aos diferentes

subtipos CitolAgiCOS dO TVTC ..o

Tabela 9 - Valores percentuais da analise de citometria de fluxo para as células
mononucleares em amostras de sangue e de tumor referentes ao sexo dos cées
COM TV TC e ettt e st e et e et e e nneeaneas

126

126

127

128

129

130

141

141

142



Tabela 10 - Valores percentuais da analise de citometria de fluxo para as
células mononucleares em amostras de sangue e de tumor referentes a raca dos
CAES COM TV TC ittt et et e et sbe et e e nreeanne e

Tabela 11 - Valores percentuais da analise de citometria de fluxo para as
células mononucleares em amostras de sangue e de tumor referentes a idade

0OS CABS COM TV T C oo et e e e e e e e e e e e eeens

Tabela 12 - Valores percentuais da analise de citometria de fluxo para as
células mononucleares em amostras de sangue e de tumor referentes a resposta

ao tratamento quimioterapico dos cdes COM TVTC .....ccovvveieiereie e

Tabela 13 - Valores percentuais da analise de citometria de fluxo para as
células mononucleares comparadando os resultados obtidos em amostras de

SANQGUE € 0B TUMOI ...ttt bbbttt e s

142

143

143

144



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Fases do processo de edi¢do imunoldgica do Cancer .........c.ccoeeeeenne,

Figura 2 - Principais células do sistema imune inato e adaptativo e suas funcGes

em resposta a uma célula tumoral ...........ccococviiviiiieieie

Figura 3 - Estrutura da molécula de complexo de histocompatibilidade maior
(MHC) de ClasSe 1 € Tl .....veiveeiiee et

Quadro 1 - Protocolo semiol6gico e terapéutico aplicado aos cées com

Figura 4 - Organograma da metodologia esquematizando amostras coletadas

para analises dos 22 c8es COM TVTC ..o

Figura 5 - Gréficos mostrando estratégia de analise por citometria de fluxo das
células T (CD3+ CD4+ CD8+), células B (CD79), células NK (asialo GM1) e
macrafagos (MAC 387) em amostras de sangue e de tumor dos cdes com
TVTC. Os Gates foram determinados com base nos parametros de tamanho
(FSC) e granulosidade (SSC) da populagdo em estudo. Os valores foram
expressos em porcentagem de células positivas para os marcadores em questao.
Q1 representa (Positivo CD4+), Q2 (Duplo Positivo CD4+ e CD8+), Q3
(Positivo CD8+) e Q4 (Duplo negativo CD4+ € CD84+)......ccccovevvevviieiiiecieee,

Figura 6 - Apresentacdo clinica do tumor venéreo transmissivel canino em cao
fémea. Massas protuberantes, multilobulares, necro-hemorragicas aderidas em

MUCOSA VAGINAD ..o

Figura 7 - Apresentacéo clinica do tumor venéreo transmissivel canino em céo

macho. Massas vegetantes, multilobulares, necro-hemorragicas em pénis ..........

118

119

122

125

127

133

134



Figura 8 - Imagem ultrassonografica demonstrando o parénquima esplénico
alterado, com presenca de estrutura heterogénea predominantemente ecogénica
com &reas cavitarias em permeio, medindo aproximadamente 5,2 x 7,4cm,
causando deslocando céapsula e alteracdo do contorno normal do érgdo. Ao

exame de Doppler colorido, apresentou evidente vascularizagao .............c..coe.....

Figura 9 - Citologia aspirativa por agulha fina no diagnostico de tumor venéreo
transmissivel canino. Diferentes tipos citomorfoldgicos. (A) Fendtipo
linfocitdide. Predominio de oncdcitos redondos, com nulcleo tendendo a
centralizacdo. (B) Fendtipo plasmocitdide. Predominio de oncocitos ovalados,

com nucleo excéntrico. Coloracéo pelo Giemsa,

Figura 10 - Tumor venéreo transmissivel canino. Expressao de critérios de ma-
lignidade. (A) Notar oncécitos maduro (seta preta) e imaturo (seta branca);
células em raquete; célula fantasma; mitose; padrdo grosseiro da cromatina;
ranhura nuclear e nucléolo angular. Coloracao pelo Papanicolau, 600x. (B) Cé-
lula binucleada (seta preta); anisocitose; hipercromasia. Coloracdo pelo
T T=T 1T T 1 0) C

Figura 11 - Cariétipo de célula em cultura priméaria de TVTC. (A) Contagem de
72 cromossomos. (B) Contagem de 54 cromossomos. NUmeros inferiores a 78
das CElulas SOMALICA JO CAO .......evvereiieiiieiesie e

Figura 12 - Tumor venéreo transmissivel canino. Fase de progressdo tumoral.
(A) Alta celularidade arranjada em corddes imersa em delicado estroma, 200x.
(B) Oncdcitos volumosos de citoplasma amplo e claro, 400x. Coloracéo pelo
T OSSPSR PRSP

Figura 13 - Tumor venéreo transmissivel canino. (A) Fase de regressao inicial.
Presenca de infiltrado inflamatorio e moderado estroma. (B) Fase de regressdo
final. Colapso do parénquima tumoral devido intensa proliferacdo de tecido

estromal. Colorago pelo H.E, 200X ......cccccoiiiiiiiiiiiiiiseeseee e

135

136

137

138

139

140



Figura 14 - Baixa expressdo de moléculas MHC classe | e 1l na progressdo do
TVTC. (A) MHC classe I, sistema de deteccdo Novolink™, Cromégeno
Diaminobenzidina 3’3 (DAB), contracoloracio Hematoxilina de Meyer, 400x.
(B) MHC classe Il, sistema de deteccdo Envision™, Cromégeno

Diaminobenzidina 3’3 (DABY), contracoloracéo Hematoxilina de Meyer, 400x...

Figura 15 - Elevada expressao de moléculas MHC classe | e Il na regressdo do
TVTC. (A) MHC classe I, sistema de deteccdo Novolink™, Cromégeno
Diaminobenzidina 33 (DAB), Contracoloracdo Hematoxilina de Meyer, 400Xx.
(B) MHC classe Il, sistema de deteccdo Envision™, Cromdgeno
Diaminobenzidina 33 (DAB), Contracoloragdo Hematoxilina de Meyer,

141

142



ACM-1
APC
BCG
BCR
Breg
BSA
CAAF
CTLs
DC
DMEM
DMSO
TGF-p
IFN- y
g

IL
LINE-1
MATSs
MDR1
MDSC
MHC
NK
PBS
P-gp
RE
SFB
SRD
SFM
TAP
TCR
TFd

LISTA DE ABREVIATURAS

Antigeno especifico de macrofagos
Célula apresentadora de antigeno

Bacilo Calmette-Guérin’s

Receptor de células B

Célula B regulatoria

Albumina sérica bovina

Citologia aspirativa por agulha fina
Linfocitos T citotoxicos

Célula dendritica

Meio MEM modificado por Dulbecco
Dimetilsulfoxido

Fator de crescimento transformador beta
Interferon-gama

Imunoglobulina

Interleucina

Elemento nuclear intercalante longo 1
Macro6fagos associados a tumores

Gene de resisténcia a multiplas drogas
Células supressoras derivadas miel6ides
Complexo principal de histocompatibilidade
Natural Killer

Tampéo fosfato-salino

Glicoproteina-p

Reticulo endoplasmatico

Soro fetal bovino

Sem raca definida

Sistema fagocitico mononuclear
Proteina transportadora associada com o processamento do antigeno
Receptor de célula T

Fator de transferéncia dialisavel



Th
TIL
TNF
TNM
Treg
TVTC
VEGF

Célula T auxiliar

Linfécitos T infiltrantes do tumor
Fator necrose tumoral

Tumor, Linfonodo, Metéstase
Célula T regulatoria

Tumor venéreo transmissivel canino

Fator de crescimento endotelial vascular



SUMARIO

CAPITTULO L .ottt 22
REVISAO DE LITERATURA ..o 23
1. TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL CANINO ........ccocoveniiriiinne. 24
1.1 EPIAdemMIONOQIA . ..o 26
1.2 Aspectos clinicos € diagnOSLICO .........cccvevveiieiieieeie e 28
1.3 Biologia tuUmOral ..........ccccoveiiiiiiiec e 31
1.3.1 Caracteristicas histologicas e Citol0gicas ...........cccverriineniiniineieen, 33
1.4 TratAMENTO ..ot 34
2. INTERACAO ENTRE SISTEMA IMUNE E TUMOR .......ccecvrvnnee, 37
2.1 Complexo Principal de Histocompatibilidade .............cccocviiiniiiincienn, 40
2.1.1 Apresentacdo de antigenos via MHC de classe | ........ccocoevveiicincnnne 42
2.1.2 Apresentacao de antigenos via MHC de classe Il ..........cccccovevevieiinennnn, 43
2.2 Imunidade celular @ tUMOIES .......cccveieierierie e e 43
2.2.L CAIUIAS NK ..ottt 44
2.2.2 MACIOAQOS ..ottt nne s 46
2. 2.3 CAIUIAS T .ottt 48
2.2.4 CEIUIAS B ..ottt 51
23 TVTC qle ocor[ér_lcia natural e gxperimentalmente induzido implicados 53
na resposta imunologico do hosSpedeiro ...........ccevvveieeieicie i

. OBIETIVOS ...ttt 57
3.1 ODJEIVO QEIAL ..o 57
3.2 Objetivos €SPECITICOS ....c.vcuiiiiieieiiiiieiece e e 57
4, JUSTIFICATIVA ettt 58
5. REFERENCIAS ..ottt 59
CAPITULO 2 oottt 70
MANUSCRITO oottt 71
CONCLUSAOQ ..ot 106
ANEXOS ..ot 116

APENDICES ..o oo et e et e e e e 124



Sprosontaio

A presente dissertagdo de mestrado estd estruturada em dois capitulos
distintos. O primeiro trata de uma revisdo bibliogréfica, na qual o autor buscou
sistematizar as principais informacgdes pertinentes ao Tumor Venéreo Transmissivel
Canino, sobretudo no tocante a relacdo biologia tumoral e sistema imune do
hospedeiro. O segundo capitulo consiste em um manuscrito modelo redigido para
submissdo em periddico cientifico. Portanto as se¢des Introducdo, Material e
Métodos, Resultados e Discussdo, encontram-se no proprio manuscrito que
representa este estudo na integra. O item Conclusdo, encontrado no final desta

dissertagéo, apresenta interpretacdes gerais sobre o manuscrito contido neste estudo.
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1. TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL CANINO

O Tumor Venéreo Transmissivel Canino (TVTC) é uma das raras formas bem
documentada de neoplasias transmissiveis. Comumente diagnosticado em cées
sexualmente ativos e com livre acesso as ruas, o tumor tem estimulado diversas
pesquisas, no que tange aos estudos oncoldgicos, genéticos e imunoldgicos, desde
que Novinsky, em 1876, relatou o primeiro transplante experimental bem sucedido
usando esta neoplasia (COHEN, 1978), além dos pesquisadores Smith e Washbourn,
em 1898, terem demonstrado pela primeira vez a transmissao natural entre caes,
quando 11 de 12 fémeas cobertas por um macho portador da doenca desenvolveram a
lesdo genital (ROGERS, 1997).

Apbs os estudos de Sticker, entre 1905-1906, o tumor ficou mundialmente
conhecido como Linfossarcoma de Sticker ou Tumor de Sticker, em referéncia ao
investigador (COHEN, 1985). A andlise retrospectiva da literatura mostra que o
tumor recebeu ao longo de sua histéria cientifica diversas sinonimias, tais como
sarcoma infeccioso, granuloma venéreo, tumor venéreo contagioso, condiloma
canino, linfoma venéreo, tumor de células reticulares transmissivel, histiocitoma
transmissivel e hemoblastoma transmissivel (ROGERS, 1997; AMARAL, 2004;
GANGULY; DAS; DAS, 2013), revelando bastante controversa quanto a génese
tumoral.

Ainda hoje o tipo celular exato assim como o processo carcinogénico do
TVTC ¢é desconhecido. Estudos com antigenos de histocompatibilidade revelaram

que o tumor ndo tem origem em células do hospedeiro modificadas (COHEN, 1985),
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mas ocorre pela propagacdo natural através de transplantes celulares alogénicos,
como aloenxerto (MURCHISON et al., 2014). O tumor é considerado o mais velho
cancer de células somaticas ja estudado e tem motivado esfor¢os continuos na
determinacéo da sua origem (STRAKOVA; MURCHISON, 2015).

Caracteristicas marcantes do tumor e que impulsionam interesse cientifico,
incluem a facil transplantacdo alogénica seguida de rapido crescimento no
hospedeiro; a regressdao espontanea observada no campo experimental e a
superexpressdo do gene de resisténcia a maltiplas drogas (MDR1) e da glicoproteina-
p (P-gp) pelas células tumorais, possibilitando estudos sobre marcadores de
proliferacdo celular, cinética tumoral e morte celular por apoptose (SANTOS et al.,
2011), resisténcia quimioterapica (FLOREZ et al., 2016a; DUZANSKI et al., 2016),
além da interacdo entre cancer e sistema imune (SIDDLE; KAUFMAN 2015).

A presenca efetiva de mecanismos de evasdo da imunovigilancia
caracterizados principalmente por subexpressdo de moléculas do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) durante a fase de progressdo tumoral (HSIAO et al.,
2002), assim como a conversdo de seu microambiente para um estado de
imunossupressdo (HSIAO et al., 2004), caracterizam o TVTC como um modelo
valioso para pesquisas sobre transplante de 6rgdos (BELOV, 2011), eficacia
terapéutica de agentes imunoterapicos (DEN OTTER et al., 2015), e também
neoplasia comparada, principalmente aquelas ligadas a baixa imunidade (RECHAVI;
KATZIR; RAMOT, 1991);

Mais recentemente o tumor tem possibilitado pesquisas aplicadas em estudos

sobre a biologia evolutiva do cancer (UJVARI; PAPENFUSS; BELOV, 2016) e de
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células-tronco envolvidas no processo carcinogénico (GRANDI et al., 2016).

1.1 Epidemiologia

Ha relatos bem documentados do TVTC em todos os continentes, exceto na
Antartica. O tumor prevalece mais em cées de areas situadas em regifes tropicais e
subtropicais e nos locais que ndo apresentam controle epidemiologico satisfatério de
cdes errantes (GANGULY:; DAS; DAS, 2013). Foi descrita uma correlacdo positiva
entre prevaléncia do tumor e paises emergentes (STRAKOVA; MURCHISON,
2014).

O estudo da distribuicdo mundial do TVTC revelou que o tumor é endémico
em pelo menos 90 paises, incluindo o Brasil, com prevaléncias médias entre 1-10%
em paises da América do Sul e Central, Asia e Africa (STRAKOVA; MURCHISON,
2014). Varios estudos apontam o tumor como uma das principais neoplasias
diagnosticada em cdes (BABO; BERNARDO, 1999; BRANDAO et al., 2002;
SILVA et al., 2007; CHIKWETO et al., 2013; HUPPES et al., 2014; FEO; FLOREZ;
ROCHA, 2016).

Na analise retrospectiva epidemioldgica de Londres e Tailandia, Strakova e
Murchinson (2014) notaram redugdes constantes na prevaléncia do tumor apds o
advento de politicas publicas de responsabilidade civil da guarda de animais pets e de
campanhas de esterilizagdo em massa, que resultaram na total erradicacdo da doenga.
Do mesmo modo, rigidas politicas de quarentena para cdes importados mantém a

Nova Zelandia livre da doenga.
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No Brasil, Amaral et al. (2004), observou que entre o periodo de 1994 e 2003,
17,1% dos laudos citopatoldgicos oriundos do Servigo de Patologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP, Botucatu, corresponderam ao
diagnostico de TVTC. No total, foram realizados 5.798 exames citoldgicos em caes.
Durante o periodo analisado, o tumor foi a segunda neoplasia mais incidente em caes,
e apresentou taxa de incidéncia anual entre 11,8% e 24,1%.

Né&o ha predisposi¢do do tumor em relacdo a raca, idade ou sexo (PARK et al.,
2006), embora héa estudos apontando maior ocorréncia nas cadelas (BRANDAO et
al., 2002; SILVA et al., 2007) enquanto outros referem 0s machos como 0s mais
acometidos (FEO; FLOREZ; ROCHA, 2016). Em geral, o tumor ocorre em animais
sexualmente ativos, com idade entre 2 e 8 anos, e sem raca definida (GANGULY;
DAS; DAS, 2013; HUPPES et al., 2014).

A principal via de transmissdo do TVTC é o coito. O transplante de células
tumorais ocorre por esfoliacdo celular e nidacdo a mucosa genital. No entanto,
habitos sociais caninos, tais como lambedura, mordedura e arranhadura, em que ha
perda da integridade da pele, (GANGULY; DAS; DAS, 2013), bem como habitos
maternais e parto também tem participacdo na transmissdo (ROCHA; TREMORI;
CARNEIRO, 2014).

Salvo a transmissdo natural, o tumor pode ainda ser reproduzido
experimentalmente por transplantacdo alogénica (COHEN 1978), xenogénica em
modelos murinos (HOLMES, 1981), e em espécies filogeneticamente relacionadas,

como raposas, coiotes e chacais (HIGGINS, 1966).
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1.2 Aspectos clinicos e diagnostico

O TVTC geralmente ocorre em sitios genitais, muito embora nédo raro também
acomete sitios extragenitais (MASCARENHAS et al., 2014; REZAEI et al., 2016). O
tumor pode ocorrer em diferentes regides no céo, quer seja como um local primario
de implantacdo ou entdo de metastase (FEO; FLOREZ; ROCHA, 2016). Um estudo
aponta que 7 dos 90 casos do tumor estudados apresentaram implantacdo extragenital
de origem primaria, sendo apenas 1 de origem mestastatica (GUREL et al., 2002).

De um lado o tumor é considerado benigno, visto que sua presenca no
hospedeiro ndo costuma produzir alteracdes significativas a saude e dificilmente ha
correlagdo com o 6bito do hospedeiro (CHIKWETO et al., 2013), por outro lado, ao
estudo citolégico, o tumor apresenta diversas propriedades e caracteristicas de
malignidade (VALENCOLA et al., 2015), além de potencial metastatico (ROGERS;
WALKER; DILLON; 1998).

Metastases de TVTC sdo consideradas incomuns (CALVERT; LEIFER;
MACEWEN, 1982; VERMOOTEN, 1987; MILO; SNEAD, 2014), com ocorréncia
na maioria das vezes, estimada entre 0 e 5% dos casos (STRAKOVA,
MURCHISON, 2014), acometendo olhos (FERREIRA et al., 2000), pele e tecido
subcutaneo (SANTOS; CARDOSO; OLIVEIRA, 2011), linfonodos, tonsilas,
cérebro, medula espinhal, musculos, glandula mamaria, hipofise, rins, bago, pancreas,
figado, pulmédo, ovarios, testiculos (CHIKWETO et al.,, 2013; STRAKOVA,;
MURCHISON, 2014) e também os ossos (ABUOM; MANDE, 2006). Mas

metastases em sitios extracutdneos ocorrem em apenas cerca de 1% dos cées
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(CALVERT; LEIFER; MACEWEN, 1982).

Os principais sinais e queixas relatadas no atendimento clinico séo a presenca
de secrecdo serossanguinolenta vaginal ou peniana, hematuria, tumefacdo genital,
dificuldade de exposicdo peniana, odor fétido, lambedura excessiva (BRANDAO et
al., 2002), além de infeccao parasitaria por miiase (MOUTINHO et al., 1995).

Ao exame fisico o tumor apresenta-se frequentemente como formacoes
vegetantes multilobulares, em formato de couve-flor, de coloracdo rosacea, branca ou
avermelhada, devido a intensa vascularizacdo, podendo chegar a 15 cm de tamanho.
Mas também pode existir como lesGes em formas pendulares, nodulares e papilares.
A palpacdo, o tumor é de consisténcia firme, mas friavel - o que significa que sangra
facilmente - e a superficie costuma exibir ulceracbes (ROGERS, 1997; SILVA et al.,
2007).

Nos machos, quando implantado em sitio genital, o tumor pode ser observado
em qualquer parte do pénis e, ocasionalmente, no preputcio. Contudo, o bulbo é a
regido mais afetada. Nas fémeas, o tumor pode acometer a vagina, vestibulo ou a
juncdo vestibulo-vaginal (GANGULY; DAS; DAS, 2013), podendo envolver
também o orificio uretral, causar distria e predispor a infeccdo do trato urinario
(BATAMUZI; KRISTENSEN, 1996). Ha casos ainda em que o tumor se estende da
vagina ao Utero (YANG, 1987).

Em muitos casos pode haver a extensdo do tumor nasal para 0S seios
maxilares e faringe, ou o envolvimento na cavidade oral, causando dispneia, espirros,
epistaxe, halitose, epifora, e deformacdo facial (FEO; FLOREZ; ROCHA, 2016;

REZAEI et al., 2016). Casos de TVTC envolvendo os olhos também foram descritos
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(KOMNENOU et al., 2015).

O perfil hematoldgico de cdes acometidos pelo tumor ndo costuma exibir
alteracdes graves. Mas ha mencdo de eritrocitose absoluta associada ao aumento
sérico de eritropoietina como quadro clinico de sindrome paraneoplasica em caes
apresentando grandes crescimentos tumorais, tanto no tumor transplantado (COHEN,
1985), como no naturalmente adquirido (DUARTE et al.,2006).

A suspeita diagndstica ocorre através da historia e dos sinais clinicos. Mas a
confirmacdo diagndstica de TVTC ¢é feita pela citologia e histopatologia. O exame
citolégico costuma promover na maioria das vezes o diagnostico conclusivo, devido
a sua alta sensibilidade (ROCHA; TREMORI; CARNEIRO, 2014). As amostras
celulares do tumor podem ser obtidas através de citologia aspirativa por agulha fina
(CAAF) e de citologia de impressdo ou imprint (SILVA et al., 2007; FEO; FLOREZ;
ROCHA, 2016). Sdo métodos simples minimamente invasivo e doloroso, de facil
execucdo e baixo custo (GANGULY; DAS; DAS, 2013). Ademais, a CAAF ¢ util
guando se suspeita de metastases para linfonodos (ROCHA; TREMORI;
CARNEIRO, 2014).

Métodos diagndsticos adicionais incluem a analise imunoistoquimica e
citogenética (GANGULY; DAS; DAS, 2013). Os diagnosticos diferenciais,
principalmente em cédes com lesbes em &reas ndo-genitais, incluem o linfoma,
carcinomas de ceélulas basais, melanoma, mastocitoma e histiocitoma

(VERMOOTEN, 1987).
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1.3 Biologia tumoral

O TVTC é um tipo incomum de tumor transmissivel, classificado como uma
neoplasia indiferenciada de células redondas, e que pode mostrar a medida do
fenotipo tumoral, variagdo no comportamento bioldgico e na resposta quimioterapica
(DUZANSKI et al., 2016). A literatura centrada na biologia tumoral, especialmente
na interacdo entre tumor e sistema imune € pouco compreendida. Além disso, 0
tumor ndo tem caracterizacdo definida quanto a origem citogenética (UJVARI,
PAPENFUSS; BELOV, 2016).

Ha& muitos estudos controversos e ndo conclusivos sobre a linhagem celular do
TVTC. Alguns estudos imunoistoquimicos apontam para a origem mesenquimal e
histiocitica do tumor, pois 0s oncdcitos apresentaram imunoreatividade a vimentina,
alfa-1-antitripsina, lisozima, antigeno especifico de macréfagos (ACM-1) e foram
negativos para as citoceratinas, S100, CD117, CD3, CD20, CD79, PAX 5, Melan A,
alfa-actina de musculo liso (MOZOS et al., 1996; MARCHAL et al., 1997; FLOREZ
etal., 2016b).

Esta hipotese foi ampliada quando células de TVTC foram encontradas sendo
parasitadas por formas amastigotas de Leishmania, precisamente como acontece com
macrofagos (ALBANESE et al., 2002; CATONE et al., 2003), porém essa tendéncia
histiocitica para o tumor ndo tem sido observada em todos os estudos
(MASCARENHAS et al., 2014). Por outro lado, é possivel que a auséncia de
imunomarcacao em alguns casos ocorra em funcéo de certo grau de heterogeneidade

com relagdo ao imunofenoétipo do tumor (O’NEILL, 2011). Atualmente os estudos



DUZANSKI, A.P Pag.35

descrevem uma origem em linhagem mieldide (UJVARI; PAPENFUSS; BELOV,
2016).

De outra parte, estudos citogenéticos e imunoldgicos sustentam a teoria da
continua transplantacdo celular alogénica. Acredita-se que o TVTC originou-se ha
aproximadamente 11.000 anos atrds em lobos ancestrais do leste asiatico
(MURCHISON et al., 2014; STRAKOVA; MURCHISON, 2015), e que ao longo da
historia evolutiva da doenca, instabilidades genéticas teriam gerado mutacdes de
carater cumulativo, estabilizadas ap0s passagens subsequentes (MURGIA et al.,
2006).

Enquanto no cdo o cariétipo normal é de 78 cromossomos, dos quais 76 sao
acrocéntricos e um par sexual é metacéntrico, células do tumor exibem ampla
variagcdo no nimero de cromossomos, entre 56 a 68 (FLOREZ et al., 2016b), onde 15
a 17 cromossomos sdo metacéntricos ou submetacéntricos (MURGIA et al., 2006).
Porém o numero de bracos cromossémicos e a quantidade de DNA das células do
tumor sdo iguais aos das células normais do cdo (COHEN, 1978). As diferencas
cromossémicas observadas entre o tumor e o cdo podem ser resultados de fusdes
equilibradas, que terminam em rearranjo de material genético (MURGIA et al.,
2006).

Tudo isso somado a identificacdo do caridtipo aneupléide, bem como as
caracteristicas cromossémicas particulares, a exemplo da insercdo do elemento
LINE-1 no gene C-MYC em todos os TVTCs analisados em regides geograficas
distintas (FONSECA et al., 2012; LIMA et al., 2016), corrobora a origem comum e a

teoria do transplante continuo de células a geragoes.
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1.3.1 Caracteristicas histologicas e citoldgicas

Histologicamente o TVTC exibe um arranjo de células redondas ou ovais,
distribuidas em padrdo difuso e sustentadas por um escasso tecido estromal vascular.
As celulas neoplasicas sdo grandes, apresentam nucleos grandes, redondos e
hipercromaticos, geralmente com nucléolo proeminente. O citoplasma € granular,
levemente eosinofilico, vacuolizado e com contornos distintos. Figuras mitéticas e
infiltrado inflamatdrio sdo observados, particularmente plasmacitos linfécitos,
macrofagos, neutrofilos e eosinofilos, podendo variar de acordo com a fase clinica do
tumor (ERUNAL-MARAL; FINDIK; ASLAN, 2000).

As amostras citologicas do tumor normalmente exibem grande quantidade de
células redondas ou ovais individualizadas, que variam entre 14 a 30 um,
caracterizadas por citoplasma com contornos bem delimitados, contendo maultiplos
vacuolos dispersos. A vacuolizacdo citoplasmatica € uma caracteristica marcante nas
amostras citolégicas do tumor. Ainda, os nucleos sdo excéntricos ou centrais,
apresentam contornos regulares, cromatina agregada e nucléolos proeminentes. E
comum observar anisocitose, anisocariose e macrocariose (AMARAL et al., 2007).

A relacdo ndcleo:citoplasma varia conforme os tipos citomorfolégicos do
TVTC, plasmocitdide e linfocitdide. O tipo linfocitdide é composto por 60% ou mais
de celulas redondas, com alta relacdo nucleo:citoplasma, caracterizadas por
citoplasma vacuolinizado de aspecto granular fino, nucleos redondos, tendendo a
centralizagdo. Ja o tipo plasmocitoide € composto por 60% ou mais de células ovais,

com baixa relagdo nucleo:citoplasma, apresentam citoplasma vacuolinizado em
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abundante quantidade e nuacleo excéntrico. Quanto ao tipo misto, ambas as
populacdes celulares plasmocitdide e linfocitoide sdo observadas, porém com
nenhuma das populacdes excedendo 59% do total de células (AMARAL et al., 2007).

A classificacdo citomorfologica do TVTC parece implicar diferencas no
comportamento tumoral. Estudos mostram que os tumores de fenotipo plasmocitoide
estdo associados a maior frequéncia de anormalidades nucleares e nucleolares,
maiores indices mitoticos e de proliferacdo celular (marcador Ki-67), expressdo de P-
gp, além de menor quebra de DNA no teste do cometa. Em condic@es clinicas, estes
achados podem aumentar as chances de metéstases, recidivas e resisténcia

quimioterapica (DUZANSKI et al., 2016).

1.4 Tratamento

Entre as formas de tratamento descritas estdo a radioterapia, crioterapia,
cirurgia, guimioterapia e mais recentemente a imunoterapia (GANGULY; DAS;
DAS, 2013). A escolha de uma terapia especifica ou associacdo delas pode depender
da localizagdo e do estadiamento do tumor, assim como do fenotipo do TVTC
(DUZANSKI et al., 2016).

A cirurgia foi durante muito tempo o tratamento preconizado (IDOWU,
1984), mas a dificuldade em delimitar as margens de seguranca do tumor e a
localizagdo, muitas vezes inacessivel, implica em alta taxa de recidiva. Além disso,
por ser um tratamento cruento, hd um alto risco de transplantagé@o de células tumorais

na ferida cirdrgica e em outros sitios por contaminagdo de luvas e instrumentais
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cirargicos (GANGULY; DAS; DAS, 2013).

A crioterapia é uma alternativa a cirurgia cruenta. Age destruindo as células
neoplasicas por congelamento, com minimo dano a area adjacente, tendo como
vantagem principal a auséncia dos efeitos colaterais nocivos da radioterapia e da
quimioterapia. Apesar disso, somente produz resultados satisfatdérios em tumores
pediculados, ndo disseminados e de facil exposicdo. Tende a apresentar alto indice de
recidiva quando utilizada como terapia Unica (GOLOUBEFF; OLIVEIRA, 1999).

O TVTC esté entre os mais radiossensiveis de todos os tumores caninos. Em
geral, a radioterapia apresenta excelentes resultados em pouco tempo, e pode ser
indicada para 0s casos sem metéstases, crénicos e que ndo responderam aos
tratamentos com quimioterapicos. Entretanto, a necessidade de equipamento
especializado, méo-de-obra qualificada e os custos inviabilizam o seu emprego
(ROGERS; WALKER; DILLON, 1998).

Devido a boa resposta de regressao tumoral e relativa baixa toxicidade quando
comparada aos demais quimioterapicos, a quimioterapia com sulfato de vincristina
tem se mostrado eficaz no tratamento do TVTC, constituindo o tratamento de eleicéo.
O protocolo terapéutico consiste de trés a oito aplicagdes intravenosas da droga, na
dose de 0,5 a 0,75 mg/m?, semanalmente (SILVA et al., 2007; HANTRAKUL et al.,
2014).

A vincristina € um alcaloide derivado da vinca, que age ligando-se a proteinas
microtubulares do fuso mitético, causando interrupcdo na metafase. Provoca
alteracbes em diversas linhagens celulares podendo implicar em alguns efeitos

colaterais. No cdo ha mencéo de anorexia, vOmito, constipacéo, diarréia, necrose da
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mucosa do trato gastrointestinal, dor abdominal, depressdo, hiperestesia, ataxia
(HAMILTON et al.,, 1991; MARTINS et al., 2014), infertilidade temporaria
(SARATSIS; YPSILANTIS; TSELKAS, 2000), embora a toxicidade hematologica,
caracterizada por leucopenia, trombocitopenia e anemia é o efeito colateral mais
comumente descrito (ALLEMAN; HARVEY, 1991; HANTRAKUL et al., 2014).

A P-gp € um produto do gene MDR-1 que age como uma bomba de efluxo
dependente de energia transportando farmacos para a parte externa das células
(AZEREDO; UCHOA; COSTA, 2009). Ambas as superexpressdes do gene MDR-1 e
da P-gp pelas células do TVTC ja foram descritas, e parecem desempenhar um papel
importante na resisténcia intrinseca a quimioterapia (GERARDI et al., 2014;
FLOREZ et al., 2016a).

Em casos de tumores resistentes a vincristina, as drogas indicadas incluem a
doxorrubicina ou a ciclofosfamina (ROGERS, 1997). Contudo, alguns estudos
mostram o potente efeito antitumoral das avermectinas (ivermectina e selamectina)
qguando associadas a vincristina para o tratamento de tumores resistentes em funcao
da sua capacidade de inibir a expressdo da P-gp pela célula tumoral e reduzir a
resisténcia quimioterapica (DIDIER; LOOR, 1996; GRIFFIN et al., 2005; LAPA et
al., 2012).

Quanto a imunoterapia, até agora, a utilizacdo do Bacilo Calmette-Guérin’s
(BCG) (ROGERS et al., 1997), do fator de transferéncia dialisavel (TFd), do RNA
anti-TVTC (TINUCCI-COSTA, 1994), de interleucinas (CHOU et al., 2009;
CHUANG et al., 2009; DEN OTTER et al., 2015), e de vacina com células

dendriticas (DCs) (PAI et al., 2011) vem sendo estudados e os resultados, apesar de
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varidveis, indicam que a imunoterapia € um meio promissor e favoravel ao
tratamento do tumor.

Por outro lado, é um tratamento de longo prazo, aproximadamente 50 dias,
envolvendo aplicagdes intratumorais, semanalmente (ROGERS 1997). Estas
aplicacdes levam ao aparecimento de edema e necrose nos tumores provocando
intensa exsudacdo sanguinolenta e odor putrido, o que normalmente desencoraja 0s
proprietarios a dar continuidade ao tratamento (TINUCCI-COSTA,1999).

Como forma de prevenir o TVTC é altamente recomendavel a esterilizacdo
dos cdes, assim como o impedimento aos habitos de vida livre, em cumprimento a

responsabilidade civil objetiva aos donos pela guarda dos caes.

2. INTERACAO ENTRE SISTEMA IMUNOLOGICO E TUMOR

A capacidade do sistema imune para combater o cancer foi inicialmente
proposta por Paul Ehrlich, em 1902, e expandida por Burnett e Thomas na década de
50 em sua teoria da vigilancia imunolégica. O conceito foi originalmente proposto
como a capacidade do sistema imune do hospedeiro de reconhecer e eliminar células
anormais antes que se transformem em tumores, assim como combater tumores
clinicamente aparentes (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004).

Mais tarde, com a demonstracdo funcional de antigenos especificos de
tumores em modelos animais (OLD; BOYSE, 1964) foi possivel atestar
experimentalmente que os tumores ndo séo ignorados pelo sistema imunologico, mas

podem estimular tanto respostas primarias mediadas por celulas e fatores soluveis,
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como respostas mais especificas e adquiridas do hospedeiro contra antigenos
tumorais, revigorando a hipétese de imunovigilancia (SENGUPTA et al., 2010).

No entanto, dados experimentais derivados de modelos de tumores murinos
somados aos dados obtidos pelo estudo do céncer humano tém sustentado o
reconhecimento crescente de que a imunovigilancia representa apenas uma etapa de
um processo mais amplo e dindmico da relacdo entre o sistema imune do hospedeiro
e o cancer, chamado imunoedicdo de tumores (DUNN et al., 2002; DUNN; OLD;
SCHREIBER, 2004; SHANKARAN et al., 2001).

A imunoedicdo de tumores é descrita como a habilidade do sistema imune em
controlar e moldar o cancer através de um processo que inclui fase de eliminacao,
fase de equilibrio e fase de escape (Anexo A). Estas acOes protetoras e promotoras de
tumores pelo sistema imune podem ocorrer de maneira independente ou em
sequéncia (DUNN et al., 2002; DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004). Com efeito, na
fase de eliminacdo, as células do sistema imune inato reconhecem a inicia¢do e o
crescimento tumoral, devido aos danos teciduais locais causados pela remodelagem
estromal, que provoca a resposta inflamatéria (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004).
Durante esse processo, células infiltrantes, tais como as células Natural Killers (NK),
séo estimuladas a produzir diversas citocinas, incluindo o interferon-gama (IFN- ),
gue modulam a resposta imune antitumoral (SENGUPTA et al., 2010).

Células NK e macrofagos sdo capazes de ativar um ao outro através de uma
via reciproca de producao de IFN- vy, o qual induz a morte das celulas tumorais em
um processo de citotoxicidade. O IFN-y junto a interleucina-12 (IL-12) amplifica o

desenvolvimento de fungdes efetoras antitumorais mediadas pela imunidade inata e
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adaptativa, promovendo a geracdo de células T citotdxicas (CD8+) e de células T
auxiliares (T CD4+) contra tumores (TRINCHIERI, 2003; SENGUPTA et al., 2010).

Dentre as evidéncias clinicas que sustentam a imunovigilancia esta a remissdo
espontanea do cancer em pacientes humanos sem tratamento, bem como a
identificacdo de anticorpos tumor especificos (JESSY, 2011); a presenca severa de
linfocitos T, células DCs, macrofagos, células NK e plasmdcitos em infiltrados
circundantes aos tumores, associada a um melhor prognéstico (GRIVENNIKOV;
GRETEN; KARIN, 2010); a elevada incidéncia de certos tipos de cancer em
pacientes imunossuprimidos, como linfomas, sarcoma de Kaposi e cancer cervical
(BOSHOFF; WEISS, 2002); e mais recentemente os registros bem documentados de
remissdo do cancer através da imunoterapia (SENGUPTA et al., 2010; KHALIL et
al., 2016).

Por outro lado, desafiando todos os achados clinicos descritos acima, a
resposta imune gerada pelo organismo é capaz de moldar a imunogenicidade do
tumor, dando origem a variantes com mutacdes que conferem resisténcia a
imunovigilancia, permitindo que o tumor entre em fase de equilibrio, como resultado
do processo de imunoedicdo. Assim, o balango entre a resposta imune anti e pro-
tumorigénica pode se tornar a favor do crescimento tumoral (DUNN et al., 2002).

A supressdo celular da imunidade antitumoral é descrita, com destaque
especial para as células T reguladoras (Treg), particularmente as células CD4+
CD25+ e FoxP3+, celulas B reguladoras (Breg), células supressoras derivadas
mieloides (MDSC), e macrofagos associados a tumores (MATS), consideradas

barreiras fisiologicas capazes de modular negativamente a imunidade tumoral. As
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evidéncias recentes indicam que estas células desempenham um papel critico na
manutencdo da progressao tumoral por atenuar mecanismos efetores tanto da
imunidade natural como da adquirida (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010;
UGEL et al., 2015; SCHWARTZ; ZHANG; ROSENBLATT, 2016).

Além disso, tumoresevadem eficazmente a imunovigilancia quando perdem a
expressao de coestimuladores e de moléculas do MHC, ou apresentam falhas no
processamento de antigenos, incluindo aquelas ligadas a proteina transportadora
associada com o processamento do antigeno (TAP), de modo que as células tumorais
escapam do reconhecimento pelas células T. Outro mecanismo comum de escape
tumoral inclui a secrecdo de citocinas imunossupressoras, tais como o Fator de
crescimento transformador beta (TGF-B) e a interleucina-10 (IL-10) que inibem as
respostas efetoras do hospedeiro (DRAKE; JAFFEE; PARDOLL, 2006; VINAY et
al., 2015).

Finalmente, as células tumorais resistentes que sobreviveram a fase de
eliminacdo e passaram pela fase de equilibrio entram na fase de escape, na qual
crescem dentro do hospedeiro de uma maneira descontrolada, sendo entdo

consideradas células tumorais editadas (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004).

2.1 Complexo Principal de Histocompatibilidade

O MHC foi descoberto pela primeira vez na década de 1940 em estudos sobre

transplante de orgdos e de tecidos. Somente na década de 1970 ¢ que foi verificado o

papel central do MHC em respostas imune a antigenos proteicos, quando evidéncias
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experimentais demonstraram que os linfocitos T reconhecem peptideos apenas
quando séo apresentados por moléculas de MHC (BJORKMAN et al., 1987).

No homem, o MHC é denominado HLA (Human Leukocyte Antigen). Os
genes do sistema HLA constituem um subconjunto de genes do MHC, que séo
divididos em dois grupos principais: HLA de classe | — subdivididos em genes
classicos (HLA-A, -B, -C) e nédo classicos (HLA-E, -F, -G) — e HLA de classe Il
(HLA-DRA, -DRB, -DQA, -DQB, -DPA, -DPB) (KLEIN; SATO, 2000).

A moléculas do MHC de classe | possui uma cadeia a (pesada) polimorfica
ligada de modo ndo covalente a molécula 2 microglobulina (leve), sendo composta
de trés dominios extracelulares (al, a2, a3). Possui uma regido transmembrana e um
dominio citoplasmatico. A molécula do MHC de classe Il sdo compostas de duas
cadeias polimérficas associadas de modo ndo covalente, uma cadeia o composta
pelos dominios al e a2, e uma cadeia 3 composta pelos dominios B1 e B2. Possui
uma regido transmembrana e uma cauda citoplasmatica (Anexo B) (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Estudos comparativos mostram que a organizacdo molecular do sistema HLA
é semelhante em vérias espécies animais, incluindo o cdo (POLVI et al., 1997). Com
base na terminologia HLA, em cdes o sistema MHC é denominado DLA (Dog
Leukocyte Antigen) e estad localizado no cromossomo 12. Através de ensaios
soroldgicos o DLA foi divido em trés locus genémicos: DLA-A (classe 1), DLA-B
(classe 11) e DLA-C (classe 1) (WAGNER; BURNETT; STORB, 1999).

Enquanto todas as células nucleadas e diploides expressam moléculas de

MHC classe | em sua superficie celular, um limitado grupo de células imunes
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expressam moléculas de MHC classe Il, que inclui células apresentadoras de
antigenos (APCs) especializadas, como macrofagos, células dendriticas e céelulas B.
A expressao de moléculas de MHC classe Il é tanto constitutiva como induzivel
nestas células, especialmente pelo IFN-y (BJORKMAN et al., 1987).

As APCs, especialmente as DCs, sdo consideradas as celulas chaves na
iniciacdo da resposta imune efetora. Uma vez capturado o antigeno tumoral pela DC,
0s peptideos derivados de processamento interno na célula sdo associados com
moléculas do MHC expressas na superficie celular para apresentacdo as células T
virgens. Conforme a localizacdo do antigeno no compartimento celular, as estratégias
de proteolise, ou seja, as vias de processamento de antigeno e a associacdo de
peptideos com moléculas de MHC diferem no MHC de classe | e classe 1l (NEEFJES

etal., 2011).

2.1.1 Apresentacao de antigenos via MHC de classe |

Os peptideos associados ao MHC de classe | sdo produzidos pela degradacgédo
proteolitica no citosol, dentro dos proteassomos, estruturas complexas capazes de
realizar protedlise enzimatica, e sdo, entdo, de origem enddgena (citosélica). Uma
vez que 0s peptideos derivados do processamento sdo gerados no citosol, mas as
moléculas do MHC de classe | sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico (RE), a
proteina TAP transporta os peptideos do citosol para o0 RE onde irdo se ligar as
moléculas do MHC recém-sintetizadas e ndo ocupadas (NEEFJES et al., 2011).

Por fim, as moléculas do MHC | com peptideos antigénicos ligados s&o
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transportadas por vesiculas exociticas adquirida no complexo de Golgi até a

superficie celular para o reconhecimento por células T CD8+ (NEEFJES et al., 2011).

2.1.2 Apresentacao de antigenos via MHC de classe 11

Para a apresentacdo de antigenos associados ao MHC de classe 11, as proteinas
extracelulares sdo internalizadas em endossomos por APCs, onde sofrem clivagem
por enzimas lisossomais. As moléculas de classe Il recém-sintetizadas no RE
recebem a cadeia peptidica invariante associada a classe Il (CLIP), para bloquear a
fenda de ligacao e impedir que ela aceite uma prematura ligacao a qualquer peptideo.
Deste modo, as moléculas de classe Il ndo podem se ligar a peptideos que elas
encontram no RE, e nem apresenta-los (NEEFJES et al., 2011).

As vesiculas que transportam moléculas de classe 1l do RE até a superficie
celular se fundem com fagolisossomos contendo 0s antigenos processados. Dentro
dessas vesiculas, o CLIP ¢é entdo removido e o peptideo antigénico liga-se a
moléculas de classe Il para ser apresentado na superficie celular para células T CD4+

(NEEFJES et al., 2011).

2.2 Imunidade celular a tumores

A eliminacéo das células tumorais requer o envolvimento dos componentes da

imunidade inata, assim como os da imunidade adaptativa, por meio da geracdo de

uma resposta imune humoral e celular integrada. Enquanto células inatas, como
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macrofagos e células NK medeiam respostas imediatas de curta duracdo, células
adaptativas, como células T e B desenvolvem respostas de longa duracdo e memoria
(Anexo C) (BORGHAEI; SMITH; CAMPBELL, 2009).

A efetividade da resposta antitumoral € determinada pela responsividade
imune inerente do hospedeiro e as caracteristicas dos antigenos tumorais, ou seja, a
imunogenicidade do tumor (REUSCHENBACH; DOEBERITZ; WENTZENSEN,
2009). Os efetores antitumorais do sistema imune inato, como as células NK e os
macrofagos, ndo necessitam de priming antigeno-especifico de CDs
(DELAMARRE; HOLCOMBE; MELLMAN, 2003). Ao contrario, a reposta imune
adquirida é realizada pelo sistema imune adaptativo, que consiste tanto em
componentes mediados por células como humorais, e, obrigatoriamente requer que 0s
antigenos tumorais sejam apresentados pelas células imunes num contexto de

reconhecimento via MHC (BORGHAEI; SMITH; CAMPBELL, 2009).

2.2.1 Células NK

As células NK sdo descritas como uma subpopulagdo distinta de linfécitos
capazes de matar células tumorais sem necessidade de sensibilizacdo prévia, de modo
ndo-restrito a moléculas do MHC de classe I. Ao que parece, constituem a principal
linha de imunovigilancia (WALDHAUER; STEINLE, 2008).

Morfologicamente, as células NK s&o maiores do que os linfocitos T e B
apresentam citoplasma granular e marcadores de superficie CD16 e CD56. Diferem

funcionalmente dos integrantes da imunidade adaptativa por reagirem de maneira
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rapida através de atividade citotoxica (BLOM; SPITS, 2006). Ademais, ndo
apresentam receptor de célula T (TCR), molécula central da resposta imunologica do
linfécito T, e nem a molécula acesséria CD3. A maioria das células NK expressa
CD16, receptor para a por¢édo Fc de IgG (PARHAM, 2006).

A medula 0ssea € considerada o sitio primario de geracdo das células NK
porque possui todos os substratos celulares para a maturagdo dessas células. Porém
ainda ndo esta claro se a medula 6ssea sozinha é suficiente para garantir a maturacao
completa destas células. Acredita-se que as NK sejam geradas na medula 6ssea, mas
completem sua maturacdo em outro sitio (BLOM; SPITS, 2006).

Células NK séo reguladas por um balanco de sinais derivados de receptores
de superficie ativadores e inibitorios. Os receptores de ativacdo reconhecem
moléculas de superficie celular, das quais sdo expressas na superficie de outras
células. Os receptores inibidores, tais como o KIR, reconhecem moléculas do MHC I,
que sdo expressas na superficie de praticamente todas as células normais do corpo. A
ligacdo do KIR com o MHC | desencadeia sinais inibitorios dentro da célula NK que
resultam em tolerancia (BORGHAEI; SMITH; CAMPBELL, 2009. Enquanto muitas
células tumorais ndo expressam MHC | e prevalecendo os sinais de ativacdo, a morte
da célula alvo ocorre através da exocitose de moléculas citotdxicas contendo
perforina e varias granzimas que induzem a lise celular (SMYTH ET AL., 2005;
WALDHAUER; STEINLE, 2008).

Outro mecanismo efetor frequentemente subestimado nas células NK ¢ a sua
capacidade para secretar uma variedade de citocinas e quimiocinas, incluindo IFN-y,

fator necrose tumoral (TNF), factor de estimulacdo de col6nias de granuldcitos e
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macrofagos (GM-CSF), proteina inflamatéria de macréfagos 1-o (MIP-1a) e
reguladas sob ativacao expressa por linfdcitos T, e secretadas (RANTES) (DORNER
et al., 2004). Ademais, uma subpopulacdo de NK, chamadas células NKT, também
apresenta atividade antitumoral. Estas células sdo excelentes produtoras de citocinas,
indutoras de lise e reguladoras da atividade de célula T CD8+ (MACCALLI,
SCARAMUZZA; PARMINANI, 2009).

Estudos mostraram que camundongos com deficiéncia de células T néo
apresentaram alta incidéncia de tumores espontaneos, e isto € atribuido a células NK
exercendo sua funcdo de imunovigilancia (WALDHAUER; STEINLE, 2008). Outro
estudo reportou que as células NK juntamente com as células T controlam o0s
linfomas de células B deficientes em MHC de classe | através de agdo citototoxica
(STREET et al., 2004). Adicionalmente, foram descritos ainda pacientes com
deficiéncia de células NK e incidéncias elevadas de linfomas (DUNN; OLD;

SCHREIBER, 2004).

2.2.2 Macrdéfagos

Os mondcitos sdo  precursores diretos de macrofagos, circulam
temporariamente na corrente sanguinea e depois migram para os tecidos, onde se
diferenciam (RICHARDS; HETTINGER; FEUERER, 2012). Estas células s&o
componentes essenciais do sistema fagocitico mononuclear (SFM) e estdo envolvidas
em processos centrais da imunidade tumoral (QUAI; JOYCE, 2013).

No microambiente tumoral, sob o controle de sinais locais, 0s mondcitos se
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diferenciam em macrofagos associados a tumores (TAMSs). Os TAMSs respondem aos
sinais do microambiente local de forma a sofrer polariza¢fes funcionais e genéticas.
Fenotipicamente sdo classificados como macrofagos pro-inflamatérios M1
(classicamente ativados) e macrofagos anti-inflamatorios M2 (alternativamente
ativados), e parecem  exercer papeis distintos na  tumorigénese
(RICHARDS; HETTINGER; FEUERER, 2012).

Os M1, quando ativados pelo IFN-y exercem atividade citotoxica pela
liberacdo de intermediarios reativos de oxigénio, enzimas lisossomais e 6xido nitrico,
independente dos antigenos do MHC. Secretam ainda o TNF, que age induzindo a
trombose em vasos tumorais, e grandes quantidades de 1L-12, que atua nas células
NK e células T CD8+ aumentando o potencial da resposta efetora antitumoral
(QUAL; JOYCE, 2013).

Por outro lado, acredita-se que mecanismos de evasdo das células tumorais
junto as caracteristicas como inflamagdo crénica e hipoxia ddo origem a um
microambiente tumoral que favorece o estabelecimento do fenétipo M2 por TAMs, o
qual é capaz de secretar IL-10, e modular negativamente a resposta imune
antitumoral através de imunossupressao (QUAI; JOYCE, 2013).

Os M2 desempenham um importante papel na funcdo pré-tumoral através da
producéo de fatores de crescimento no microambiente tumoral, tais como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), o factor de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF) e o TGF-p. Estes fatores promovem a angiogénese tumoral e
contribuem com o aumento do crescimento do tumor e a formacdo de metastases

(RICHARDS; HETTINGER; FEUERER, 2012).
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Recentes estudos tém sugerido que o fenotipo de TAMs é (til para a predicao
prognostica no cancer. Os dados indicam que o aumento da densidade de TAMs tipo
M2 é um marcador de mau prognostico, enquanto que a densidade aumentada de

TAMs tipo M1 é um marcador de melhor prognostico (YUAN et al., 2015).

2.2.3Células T

As células T atuam tanto na destruicdo das células tumorais atraves de
citotoxicidade, quanto na ativacdo, expansdo e manutencdo de outros mecanismos
efetores. No timo, adquirem o TCR e os co-receptores CD4 e/ou CD8. Apds a
maturacdo, elas atingem a corrente sanguinea e recirculam nos orgaos linfoides
secundarios, como linfonodos e baco, até encontrarem seu antigeno especifico e se
tornarem ativas (BLOM; SPITS, 2006).

As células T expressam um grande numero de imunomarcadores em suas
membranas. O sistema CD (cluster of differentiation) refere-se a marcadores
identificados por anticorpos monoclonais que se ligam especificamente a eles. O
CD3 ¢é uma importante molécula junto ao complexo TCR presente na membrana de
todas as células T, que transmite sinais a célula quando o receptor TCR se conjuga
com o antigeno. Assim, enquanto o TCR ¢é responsavel pelo reconhecimento do
complexo peptideo-molécula de MHC, a molécula CD3, faz a sinalizagdo celular
subsequente (RUDD, 1990).

O processo de reconhecimento dos antigenos pelas células T é altamente

especifico, com plena capacidade de distinguir diferencas sutis entre os antigenos.
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Estas células somente reconhecem antigenos, processados e apresentados por
moléculas do MHC na superficie de uma APC. Com efeito, a célula T CD4+ somente
reconhece o complexo peptideo-MHC de classe Il, enquanto a célula T CD8+
reconhece apenas o complexo peptideo-MHC de classe | (SENGUPTA et al., 2010).

Como as células tumorais na maioria das vezes ndo expressam por si mesmas
moléculas do MHC Il ha um forte consenso cientifico de que as respostas de células
T efetoras aos tumores iniciam a partir de células APCs, como as células DCs, que
sdo capazes de ingerir e processar antigenos tumorais realizando um processo Unico,
chamado apresentacdo cruzada (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998). As DCs
capturam e ingerem antigenos liberados pelas células tumorais, a fim de que esses
antigenos sejam processados e 0s peptideos tumorais apresentados ligados a molécula
do MHC | para reconhecimento e ativacdo de células T CD8+. O processo de
fagocitose pela DC é o caminho natural para ativacao de linfocitos T CD4+, onde 0s
peptideos tumorais sdo apresentados ligados a molécula do MHC I
(DELAMARRE; HOLCOMBE; MELLMAN, 2003).

As CDs apresentam coestimuladores que sinalizam para a diferenciacdo de
células T CD8+ em linfécitos T citotdxicos (CTLs) e células T CD4+ em linfocitos T
auxiliares, especificos contra tumores (DELAMARRE; HOLCOMBE; MELLMAN,
2003). Uma vez que os CTLs efetores sdo gerados, eles podem reconhecer e destruir
células tumorais pela liberacdo de granulos liticos contendo perforina e granzina, sem
que seja necessario haver coestimulacdo (NISHIMURA et al., 1999).

Depois de ativadas as celulas T auxiliares (Th) se responsabilizam por

orquestrar outras células da resposta imune efetora, incluindo células T CD8+ e
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células B (DELAMARRE; HOLCOMBE; MELLMAN, 2003). Mais recentemente as
células Th foram subdivididas fenotipicamente e funcionalmente pelo padrdo de
citocinas que produzem. Durante o estimulo fornecido por uma APC, a célula
precursora ThO pode se tornar um linfécito Thl, Th2, Th9, Th22, Thl7 e Treg na
dependéncia do ambiente de citocinas presente no microambiente tumoral. Embora
morfologicamente indistinguiveis essas células apresentam diferentes respostas
efetoras (BAILEY et al., 2014).

Os fendtipos Thl e Th2 tém seu papel melhor definido na resposta imune
tumoral em relacdo aos demais subtipos que ainda ndo estdo claros. Ambos o0s
fenotipos Thl e Th2 exercem papel na ativacdo, expansdo e manutencdo de
mecanismos efetores de imunidade antitumoral (BAILEY et al., 2014). Assim, 0
fenotipo Thl libera IL-2, que induz a proliferacdo de células T, incluindo T CD8+ e
T CD4+, de maneira autocrina. Outra importante citocina produzida pelos Thl é o
INF-y, que é capaz de aumentar a expressdo de moléculas de MHC | pelas células
tumorais e a sensibilidade a lise por CTL (BRADLEY, 2003). Apesar de ndo possuir
atividade antitumoral direta, pela auséncia de citotoxicidade e de fagocitose, os Thl
sdo imprescindiveis na iniciacdo da resposta imune efetora antitumoral (BOS;
SHERMAN, 2010).

De outra parte, 0 Th2 libera IL-4 e suporta a resposta imune humoral
(NISHIMURA et al., 1999), promovendo a expansado de linfdcitos B que tenham sido
ativados contra determinado antigeno tumoral. Esta expansdo de clones especificos
de linfécitos B gera uma resposta humoral especifica contra o antigeno tumoral

(BORGHAEI; SMITH; CAMPBELL, 2009).
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Vaérios estudos in vitro e in vivo de tumores suportam a ideia de que a ajuda
de células T CD4+ é crucial para reforcar a expansdo clonal de células CTLs e
aumentar significativamente as respostas efetoras antitumorais, seja através de
interacdo célula-célula, pela producdo de IFN-y, ou da IL-2, considerada um forte
fator de proliferacdo de linfocitos T CD8+ (NISHIMURA et al. 1999; BOS;

SHERMAN, 2010).

2.2.4 Células B

Ao contrario das células T que migram para o timo, onde se da todo o
processo de maturacao, as células B permanecem na medula 6ssea durante todo esse
processo. Ao final de sua maturacdo, as células B deixam a medula e adentram a
circulacdo, migrando para os érgdos linfoides secundarios (BLOM; SPITS, 2006).

Enquanto as células T dependem de apresentacdo de antigenos pelo MHC, as
células B sdo capazes de reconhecer antigenos solGveis na sua forma nativa. As
moléculas responsaveis pelo reconhecimento de antigenos nas células B sdo as
imunoglobulinas de membrana, IgM e IgD. Estas séo a contrapartida dos receptores
TCR e fazem parte do complexo do receptor de células B (BCR). O BCR inclui, além
das imunoglobulinas de membrana, duas cadeias peptidicas denominadas Iga
(CD79a) e Igh (CD79b), que tém como funcéo iniciar a sinalizacéo intracelular apos
0 encontro com o antigeno (GRAY; GRAY, BAR, 2007).

As células B sao responsaveis pela imunidade humoral que se caracteriza pela

producéo e liberacdo de imunoglobulinas que exercem funcéo efetora na ativagdo do


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bos%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20940398
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sherman%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20940398
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sherman%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20940398

DUZANSKI, A.P Pag.55

sistema complemento contra células tumorais. As imunoglobulinas podem
reconhecer antigenos na superficie das células tumorais, e induzir a formacdo de
poros na membrana dessas células por meio da ativacdo do sistema complemento
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

As células B também exercem papel de apresentadoras de antigenos, apos
interiorizarem e processarem o Ag ligado ao BCR. Os peptideos gerados sao
expressos na superficie celular ligados as moléculas do MHC classe IlI, para
apresentacdo as células TCD4+. A interacdo do complexo peptideo/MHC classe 11
com o TCR inicia uma cascata de eventos que levam as células T CD4+ a expansdo
clonal e producdo de citocinas que estimulam a proliferacdo e diferenciacdo das
células B (GRAY; GRAY, BAR, 2007).

Alternativamente, a citotoxicidade celular dependente de anticorpos também é
descrita. Células NK ou macro6fagos séo atraidas pela ligacdo das imunoglobulinas na
superficie das células tumorais, induzindo a lise destas células por citotoxicidade
(PAGES et al., 2010). Ha também vérios estudos descrevendo o envolvimento de
células B na inducdo de 6timas respostas de células T CD4 + e CD8 + efetoras contra
tumores (FREMD et al., 2013).

Por outro lado, embora a producdo de anticorpos antitumorais e a inducéo de
respostas celulares revelam uma funcgéo efetora antitumoral por parte de celulas B,
evidéncias mostram que estas células também exercem fungbes promotoras de
tumores, resultando num quadro totalmente controverso. Alguns estudos tém
mostrado que as células B podem inibir a proliferacdo de células T bem como induzir

a conversdo de células T CD4 + em ceélulas Tregs, tanto in vitro como in vivo,
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favorecendo assim a progressdo tumoral e metastase (OLKHANUD et al., 2011;

FREMD et al., 2013).

2.3 TVTC de ocorréncia natural e experimentalmente induzido implicados na

resposta imunoldgica do hospedeiro

Experimentalmente o TVTC é um modelo classico de neoplasia que evolui
conforme as fases de imunoestagio. O tumor exibe um padrdo de crescimento
previsivel, que inclui fase de progressao, seguida de estabilizacdo e, por ultimo, uma
fase de regressdo (CHU et al., 2001; HSIAO et al., 2002). Porém, em cdes
imunossuprimidos, a exemplo de filhotes recém-nascidos e adultos desnutridos, o
curso clinico normalmente termina em progressdo tumoral com disseminacédo
metastatica (POWERS, 1968; YANG; JONES, 1973; MUKARATIRWA; GRUYS,
2003).

Imunidade humoral contra células do tumor também merece mencdo. Estudos
mostram que anticorpos 1gG anti-TVTC podem ser detectados nos caes com o tumor,
independente do estagio tumoral (POWERS, 1968; EPSTEIN; BENNETT, 1974;
FELTON; YANG, 1988), e que filhotes nascidos de mées expostas previamente ao
tumor sdo menos susceptiveis a doenga (YANG; JONES, 1973). Ademais, outro
estudo descreve que a transferéncia passiva de soro imune favorece a regressao do
tumor, e corrobora a participacdo de mecanismos efetores antitumorais dependentes
de anticorpos (COHEN, 1985).

A propagacéo celular, bem como a iniciagdo e progressdo tumoral parecem
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ocorrer principalmente pela evasdo das células tumorais aos mecanismos de
reconhecimento imune relacionado a via do MHC (SIDDLE; KAUFMAN, 2015).
Outro mecanismo atribuido ao escape da imunovigilancia é a secrecdo do TGF-B1
pelas células tumorais, um fator imunossupressor e promotor de crescimento (HSIAO
et al., 2004). Esta é uma adaptacdo evolutiva Unica que raramente resulta em morte
para o hospedeiro, e garante a continua propagacao do tumor (MURGIA, 2006).

Uma vez suportado a transmissao fisica de suas células tumorais e evadido o
sistema imune do hospedeiro, o TVTC segue com uma fase de progressao,
caracterizada por um réapido aumento no volume tumoral com um tempo de
duplicacdo entre 4 e 7 dias. Essa fase pode perdurar meses, mas 10 a 20 dias ap6s a
transplantacdo, os tumores geralmente tornam-se palpaveis (CHU et al., 2001).

Células do TVTC produzem TGF-B1 que inibe a atividade de células NK e de
células T citotoxicas (HSIAO et al., 2008), além de uma proteina citotdxica que age
interferindo diretamente a acdo de mondcitos e de DCs, de modo a impedir a
iniciacdo de resposta imune efetora antitumoral (LIU et al., 2008). Também foi
descrito que proporcao de linfocitos B do sangue periférico diminui com a progressao
do TVTC. Este achado foi atribuido a acdo de uma proteina citotéxica produzida
pelas células do tumor sobre os linfdcitos B (LIAO et al., 2003).

Na fase estavel, hd um crescimento tumoral marcadamente mais lento, com
um tempo de duplicacdo de aproximadamente trés semanas. Apés a fase estavel, que
pode durar de semanas a meses até indefinidamente, aproximadamente 80% dos
tumores entram em fase de regresséo, levando em média 12 semanas para a completa

remissdo (COHEN, 1985; CHU et al., 2001).
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Enquanto na fase de progressdo nota-se a presenca predominante de células
tumorais e muitas figuras mitdticas dispostas difusamente ao delicado estroma
conjuntivo, a regressao tumoral associa-se a maior presenca de infiltrado inflamatorio
(PEREZ; DAY; MOZOS, 1998; LIAO et al., 2003), aumento de apoptose das células
tumorais, areas de necrose e fibrose (SANTOS et al., 2008), além de maior expressao
de moléculas do MHC 1 e 11, especialmente no estagio final da regressdo (HSIAO et
al., 2002; PEREZ; DAY; MOZOS, 1998). Na fase de regressdo, o efeito supressor do
TGF-B parece ser equilibrado pelo efeito da IL-6 secretada por células T e
macrofagos ativados presentes no microambiente tumoral. A IL-6 junto ao INF-y
produzido pelas células T induz a expressdo de moléculas do MHC de classe 1 e 1l
pelas células do TVTC, o que provavelmente ndo acontece durante a fase de
progressdao (HSIAO et al., 2008).

No entanto, embora os dados de pesquisas experimentais sejam usados para
fomecer evidéncias de regressao no tumor de ocorréncia natural, quando estabelecido
em cdes adultos e imunologicamente competetentes (HIGGINS, 1966;
MUKARATIRWA; GRUYS, 2003), estudos com acompanhamento clinico
controlado ndo documentaram tal achado (ROGERS, 1997; BOSCOS; TONTIS;
SAMARTZI, 1999; DRUMOND et al., 2013).

Aparentemente, os estudos clinicos indicam que o TVTC natural apresenta
um comportamento biologico bastante variado e diferente do tumor induzido
experimentalmente, permanecendo no hospedeiro canino por periodos
indeterminados na auséncia de tratamento, o que aponta para a hipétese de que tal

fato seja indicativo de uma inabilidade da imunovigilancia no controle e combate
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efetivo ao tumor. Portanto sdo necessarios mais estudos para acompanhar e melhor
esclarecer 0s eventuais processos imunoldgicos envolvidos na interacdo

tumor/hospedeiro, e a sua real implicacdo na imunidade antitumoral.



DUZANSKI, A.P Pdg.60

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

A proposta central deste estudo foi analisar sob o ponto de vista da imunidade
tumoral, a interacdo entre TVTC natural e hospedeiro com base nas respostas imunes
celulares, sobretudo nas fases clinicas de progressdo e regressao do tumor, assim

como avaliar o comportamento tumoral frente ao tratamento quimioterapico.

3.2 Objetivos Especificos

= Classificar os subtipos citologico e histoldgico do TVTC e avaliar a resposta
ao tratamento quimioterapico com sulfato de vincristina quanto a regressdo

macroscépica do tumor e presenca de células tumorais ao exame citoldgico;

= Analisar a populacdo de células mononucleares, como mondocitos,
macrofagos, células T (CD3+, CD4+, CD8+), células B e NK no sangue e no

tumor por citometria de fluxo;

= |dentificar e quantificar a expressdo de moléculas do MHC de classe | e 1l no

tumor por imunoistoquimica.
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4. JUSTIFICATIVA

O TVTC e um modelo experimental de tumor transplantavel que ganhou
significativa importancia para pesquisas aplicadas em estudos sobre o cancer. O tema
da relacdo entre tumor e sistema imune tem possibilitado varios estudos, desde a
pesquisa basica aplicada em modelos experimentais aos estudos clinicos, e seu
entendimento tem potencial aplicacdo para melhor compreender os fenémenos que
norteiam a biologia do céncer, assim como indicar potenciais terapias de combate ao
cancer avancado em pacientes humanos e animais.

A revisdo das evidéncias de regressdo tumoral em estudos de transplantes
experimentais mostra que o TVTC é uma doenca bastante relacionada a imunidade
do hospedeiro, com imunoestagio bem caracterizado. No entanto, embora muito se
tenha aprendido sobre o comportamento biolégico do tumor através de tais estudos, a
evolucdo clinica do tumor de ocorréncia natural em cdes € menos compreendida.
Ainda que uma fase de progressdo com manutencdo de crescimento celular e uma
fase estavel subsequente possam ser observadas, a regressdo espontanea parece nao
ocorrer e torna o assunto bastante discutivel.

Assim, o estudo dos eventos imunolédgicos envolvidos na interacdo entre
tumor e hospedeiro pode ajudar a esclarecer questdes divergentes e fundamentais

relacionadas a biologia e tumorigénese do TVTC natural.
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RESUMO

DUZANSKI, A.P. Interacdo entre hospedeiro e tumor venéreo transmissivel
canino: diversidade de células mononucleares e do complexo principal de
histocompatibilidade. 2017. 149 p. Dissertacdo (Mestrado em Patologia) —
Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2017.
O tumor venéreo transmissivel canino (TVTC) ocorre naturalmente em caes, sem
predilecdo por raca ou sexo sendo transmitido durante o coito ou habitos sociais. E
também um tumor transplantavel experimentalmente e tem sido utilizado como
modelo para o estudo da relacdo entre tumor e hospedeiro. Apesar da maior
infiltracdo inflamatdria intratumoral e da expressdo de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) estar associada a regressdo do tumor, 0
papel central das células imunes do hospedeiro na evolugéo clinica do TVTC ainda
ndo esta claro. Neste estudo nds buscamos analisar a interagdo entre TVTC natural e
hospedeiro, especialmente sob o ponto de vista da imunidade celular tumoral. Aqui
nos identificamos e quantificamos por citometria de fluxo células T (CD3+, CD4+ e
CD8+), células NK, células B, macréfagos, em amostras de sangue e de tumor, além
da expressdo imunoistoquimica de moléculas do MHC de classe | e 11, sobretudo nas
diferentes fases clinicas do tumor, assim como classificamos os subtipos citoldgicos
do tumor e avaliamos o comportamento tumoral frente ao tratamento quimioterapico
com sulfato de vincristina em uma amostra de 22 cdes com TVTC natural. A
quimioterapia foi efetiva no tratamento da maioria dos casos. Encontramos
predominio de TVTC linfocitéide e que metastases e resisténcia quimioterapica
ocorreram apenas nos tumores de fenotipo linfocitdide e misto. Identificamos
aumento significativo na expressdo de moléculas de MHC classe | e Il na fase de
regressdo. As células T CD3+ estavam igualmente presentes nas fases de progressdo
e regressdo. Porém, as células T (CD4+ e CD8+), células NK e macrdfagos estavam
mais presentes na fase de regressdo, enquanto as células B estavam em maior
guantidade na fase de progressdo, mas nao foi possivel correlacionar a fase clinica do

tumor com um Unico tipo predominante de infiltrado inflamatério intratumoral.
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Ainda, a fase clinica e o subtipo citolégico do tumor natural ndo pareceram ser
determinantes na resposta ao tratamento quimioterdpico, assim como nao
encontramos diferenca imune expressiva entre os subtipos citolégicos do tumor,
indicando, portanto, ndo haver diferenca quanto a interacdo tumor/hospedeiro.
Nossos achados em citometria de fluxo mostram que a maior presenca de células T
no microambiente tumoral antes do inicio da quimioterapia ndo favoreceu a regressao
do tumor, ao contrario da populacdo macrofagica que parece ter contribuido para o
menor numero de sessdes quimioterapicas. Identificamos ainda que cées fémeas e
caes de raca, em geral, apresentaram maior presenca de células mononucleares
circulantes e infiltrantes, e que as fémeas mostraram evidéncia de resposta mais
favoravel a remissdo completa do tumor acompanhada de quimioterapia em
comparagdo aos cdes machos, uma vez que as fémeas apresentaram maior infiltrado
intratumoral de macréfagos. Por fim, nossos dados ndo sustentam uma forte
evidéncia de regressdo espontanea no TVTC natural. Mais estudos sdo necessarios
para melhor entender os mecanismos da interacdo entre células do tumor e
hospedeiras e a sua implicacdo na imunidade antitumoral, uma vez que, na auséncia
de tratamento o tumor natural provavelmente ndo regride espontaneamente, pois o
sistema imune do céo parece ser requisitado pelo tumor durante os eventos biolégicos
asociados a tumorigénese e ao escape da imunovigilancia.

Palavras-chave: cdo, TVTC, imunidade celular tumoral, MHC classe | e II,
vincristina.
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Introducéo

O Tumor Venéreo Transmissivel Canino (TVTC) é um tipo raro de tumor
transmissivel documentado, comumente diagnosticado em cées sem raca definida
(SRD), sexualmente ativos, com livre acesso as ruas (BRANDAO et al., 2002;
STRAKOVA; MURCHISON, 2014; FEO; FLOREZ; ROCHA, 2016). Desde que
Novinsky, em 1876, relatou o primeiro transplante experimental bem sucedido
usando esta neoplasia (COHEN, 1978), além dos pesquisadores Smith e Washbourn,
em 1898, terem demonstrado pela primeira vez a transmissao natural entre caes,
quando 11 de 12 fémeas cobertas por um macho portador do tumor desenvolveram a
lesdo genital (ROGERS, 1997), o tumor tem sido alvo de inUmeras pesquisas no que
tange aos estudos oncoldgicos, genéticos e imunoldgicos (DUZANSKI et al., 2016).

Experimentalmente e sem influéncia terapéutica o TVTC é um modelo
classico de tumor que evolui conforme o imunoestadgio. Exibe um padrdo de
crescimento, que inclui fase de progressdo, seguida de estabilizacdo e, por ultimo,
uma fase de regressdo (CHU et al., 2001; HSIAO et al., 2002; HSIAO et al., 2008).
Por outro lado, em cédes imunossuprimidos, a exemplo de filhotes recém-nascidos e
adultos desnutridos, o curso clinico normalmente termina em progressdo tumoral com
disseminacdo metastatica (POWERS, 1968; YANG; JONES, 1973).

Com base em observacGes de estudos experimentais, fatores como taxa de
apoptose, proliferacdo celular (SANTOS et al., 2008; FLOREZ et al., 2016a),
infiltrado  inflamatério  tumoral, fibrose (PEREZ; DAY;MOZ0OS, 1998;

MUKARATIRWA; GRUYS, 2006), e sobretudo, expressdo de moléculas do
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complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (HSIAO et al., 2002; HSIAO et
al., 2008) tém sido utilizados como indicadores da fase de progressdo e regressao do
TVTC no cdo. No entanto, estudos com acompanhamento clinico controlado nao
documentaram a regressao espontanea no tumor natural (ROGERS, 1997; BOSCOS;
TONTIS; SAMARTZI, 1999; DRUMOND et al., 2013).

Mais recentemente dados experimentais somados aos achados obtidos pelo
estudo do cancer humano tém sustentado o reconhecimento de que o sistema imune
exerce uma pressdo seletiva sobre os tumores, induzindo sua eliminacdo ou selecao
de variacBes celulares menos imunogénicas, que ndo sdo reconhecidas pela
imunovigilancia, sendo, portanto, capaz de moldar o seu fenétipo durante a evolucéo
tumoral. Nesse caso, a imunovigilancia, representa na verdade, apenas uma etapa de
um processo mais amplo e dindmico da relacdo entre o sistema imune e o tumor,
chamado imunoedi¢cdo (DUNN et al., 2002; DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004;
SENGUPTA et al., 2010).

Estudos tém mostrado que as interacfes entre células tumorais e imunes
podem ter efeitos tanto estimuladores como inibitérios na imunidade antitumoral,
resultantes da composicdo celular heterogénea das células imunes presentes no
microambiente tumoral e das diferentes interacGes entre estas e as células tumorais,
implicando diferentes significados prognosticos (O'SULLIVAN, LEWIS, 1994;
GAJEWSKI et al., 2006).

A revisdo das evidéncias de regressao tumoral em estudos de transplantes
experimentais mostra que o TVTC é uma doenca bastante relacionada a imunidade

do hospedeiro. Embora muito se tenha aprendido sobre o comportamento bioldgico
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do tumor através de tais estudos, a evolucdo clinica do tumor de ocorréncia natural
em cdes € menos compreendida. Neste estudo nés analisamos a interacao entre TVTC
natural e hospedeiro com base em respostas imunes celulares, sobretudo nas fases
clinicas de progressdo e regressao do tumor, assim como avaliamos o comportamento

tumoral frente ao tratamento quimioterapico com sulfato de vincristina.

Material e métodos

Comité de Etica

Este estudo obteve parecer favoravel da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia - UNESP,

Botucatu/SP, sob protocolo de niumero 126/2015 (Anexo D).

Casuistica e avaliacao clinica dos cdes com TVTC

Ao longo do estudo foram estudados 22 cdes com TVTC de ocorréncia
natural, com localizacdo primaria genital. O protocolo experimental incluiu estudo
epidemiolégico com base em informacBes obtidas dos tutores sobre historia clinica
do cdo, habitos de criacdo, historico reprodutivo, contato com outros cées e densidade
populacional, além de informagGes sobre tratamentos prévios para o tumor. O tempo
de evolugdo do tumor foi estimado pela data de inicio da apresentagdo dos sinais
clinicos até o0 momento do diagnostico.

Os dados clinicos dos cdes foram obtidos com base no exame fisico geral,
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exame hematologico e avaliacdo especifica do tumor pelo sistema TNM clinico
(Tumor, Linfonodo, Metastase), no qual incluiu a medi¢do do tamanho do tumor
através de paquimetro universal, avaliacdo dos linfonodos regionais, bem como a
presenca ou auséncia de metastase através de inspecdo visual e exame
ultrassonografico (Anexo E).

Além da citologia, todos os cées tiveram o diagndéstico de TVTC inteiramente

confirmado pelas técnicas histopatoldgica e citogenética.

Coleta do tumor e de sangue

Fragmentos do tumor de aproximadamente 1,5cm® foram coletados por
bidpsia incisional apos antissepsia e anestesia do animal. Parte da amostra tumoral foi
acondicionada em tubo falcon com solucéo salina e fosfatada (PBS) pH 7,2, e a outra
em recipiente contendo formol tamponado a 10%, até o momento do uso. Também
foram coletados de cada cdo 10mL de sangue venoso periférico, mantidos em tubos

BD Vacutainer com EDTA (Apéndice A).

Citopatologia

Amostras citologicas do tumor foram obtidas por meio de citologia aspirativa
por agulha fina (CAAF), e coradas pelas técnicas de coloracbes Giemsa (May
Grinwald Giemsa 2%) e Papanicolaou, no intento de observar mais claramente os
fortes critérios de malignidade celular. Em seguida, as amostras foram analisadas por

microscopia optica, no aumento 630x.
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Segundo a classificacdo citomorfoldgica proposta por Amaral et al. (2007), os
tumores que apresentaram 60% ou mais de células redondas, com alta relacdo
nucleo:citoplasma, caracterizadas por nucleos redondos, tendendo a centralizacéo,
foram classificados em fenotipo linfocitoide. J& os tumores compostos por 60% ou
mais de células ovais, com baixa relagdo nucleo:citoplasma, apresentando nucleo
excéntrico, foram classificados em fendtipo plasmocitoide. O tipo misto foi definido
guando o tumor apresentou ambas células plasmocitoides e linfocitoides, porém com

nenhuma das populacdes excedendo 59% do total de células.

Histopatologia

Cortes histologicos de 3um corados pela Hematoxilina-Eosina (H.E) foram
utilizados para classificar as fases clinicas do tumor, da seguinte forma: fase de
progressao (alta celularidade imersa em delicado estroma), fase de regressao inicial
(evidéncia de tecido estromal de forma moderada), e fase de regresséo final (intensa
proliferacdo de tecido estromal) conforme estudos de Mukaratirwa et al. (2003) e
Stockmann et al. (2011). A analise das areas histoldgicas foram feitas no microscopio

oOptico Carl zeiss, LAb Al, Germany, com o software AxioVision 4.8.

Imunoistoquimica

Cortes histologicos seriados de 3um foram estendidos em laminas (Slidetech
Plus Novocastra® Newcastle UK). O material foi desparafinizado em xilol e

hidratado em alcool etilico em concentracdes decrescentes. O blogueio da peroxidase
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enddgena foi alcancado em solucdo de perdxido de hidrogénio a 3% diluido em
metanol; para a recuperacdo antigénica as laminas imersas em tampéo citrato 10mM,
pH 6 foram levadas ao forno micro-ondas por 15 minutos; e para o bloqueio das
reacOes inespecificas foi utilizado leite em po a 5%.

Em seguida, as amostras histologicas foram incubadas com os anticorpos
primarios (Tabela 1 — Apéndice B) em camara umida overnight, a 4°C. O sistema
Novolink™ (Leica Biosystems Newcastle Ltd) foi utilizado para imunomarcacéo de
moléculas de MHC classe I, e o0 sistema Envision™ (Dako) para imunomarcacéo de
moléculas de MHC classe Il. A revelacdo foi feita com solucdo cromogena
Diaminobenzidina (DAB, 3.3’ - DAKO® Carpinteria USA) e a contra-coloragdo com
Hematoxilina de Meyer. Como controle positivo da reacdo imune foi utilizado
amostra tecidual de linfonodo de cdo saudavel. Quanto ao controle negativo, 0
anticorpo foi substituido por solucdo tampéo de Tris-HCI pH7,4.

Para identificar e quantificar a expressdo de moléculas de MHC classe | e II,
as reacdes obtidas foram avaliadas de forma semi-quantitativa, conforme critérios
empregados por Florez et al. (2016b), da seguinte forma: 1= < 25% de células
marcadas (ndo marcado); 2 = 26-50% (marcacdo leve); 3= 51-75% (marcagéo
moderada) e 4 = >75 % (= marcagdo intensa). A analise das imagens foi feita no
microscopio optico Carl Zeiss, LAb Al, Germany, com o software AxioVision 4.8.

Em todos os casos a avaliagdo foi realizada de forma independente por dois

patologistas e os dados apresentados com a média das observagdes obtidas.
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Citometria de fluxo

As amostras foram adquiridas no citdmetro FACSCanto™ 11 [BD
Biosciences, Configuracdo 4:2 - 2 lasers (Azul 488nm e Vermelho 633nm) com o
software FACSDiva (BD Biosciences)]. Para analise no sangue o objetivo era ler
20.000 eventos totais. Do mesmo modo, para o tumor buscava ler 20.000 eventos
totais. Os resultados foram analisados no software FlowJo, versdo vX.10.6 (Tree
Stars Inc.) e expressos em porcentagem de células positivas para os marcadores em

questdo (Figura 5 — Apéndice B).

Obtencéo de amostras celulares

As amostras de sangue foram transferidas para tubos falcon contendo
gradiente Histopaque 1077 (Sigma), em uma proporcdo de 1:1, e submetidas a
centrifugacdo a 1500 rpm por 40 minutos, a 21°C. Apds, as celulas mononucleares
foram transferidas em novos tubos e lavadas duas vezes com meio de cultura celular
[solugdo DMEM baixa glicose (Gibco), contendo 100UI/mL de penicilina e
250ng/mL de Anfotericina B] através de centrifugacdo a 1500 rpm, por 5 minutos.
Por fim, as células foram ressuspendidas em 1mL de meio de cultura para analise da
quantidade e viabilidade celular pelo teste de exclusdo com Azul de Tripan em
camara de NeuBauer.

Com lamina de bisturi, as amostras tumorais foram divididas em fragmentos

menores com cerca de 3-5mm?®, e ap6s eliminado o tecido sanguineo remanescente,
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foram submetidas a digestdo enzimatica com Colagenase IV (Sigma), a 37,5°C em
banho Maria, por 40 minutos. Em seguida, o tecido digerido foi transferido para um
filtro peneira de nylon acoplado a um tubo falcon contendo meio de cultura, e lavado
duas vezes com meio de cultura através de centrifugacdo a 1500 rpm, por 5 minutos.
No final, as células do tumor foram ressuspendidas e determinadas seguindo a mesma
metodologia aplicada as células sanguineas.

Para criopreservacdo das amostras, no minimo cerca de 1x10° células/mL
foram ressuspendidas em solucdo de congelamento com 10% de dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma), 20% soro fetal bovino (SFB) e 70% de DMEM alta glicose
(Gibco), contendo Penicilina, Estreptomicina e Anfotericina-B. O material foi
transferido e acondicionado em criotubos (Sarstedt) por 24h em Freezer -80°C, e em

seguida, colocados em botijdo criogénico a -196°C.

Imunofenotipagem de células mononucleares

Para determinar a frequéncia das células T (CD3+, CD4+, CD8+), células B
(CD79a), células NK (Asialo GM1) e Macrofagos (MAC387), no minimo cerca de
2x10° células viaveis foram adicionadas em tubos conicos de 1,5mL e centrifugadas a
10000rpm, a 18°C, por 20 segundos em solucdo tampdo de citometria (PBS-BSA
0,5%).

Depois de desprezados os sobrenadantes, os anticorpos conjugados anti-
CD3+, anti-CD4+ e anti-CD8+, bem como 0s respectivos isotipos controles (Tabela

2 - Apéndice B), foram adicionados em concentragdes apropriadas junto aos
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sedimentos celulares e incubados por 20 minutos, a 4°C e ao abrigo da luz.
Terminada a incubacéo, as amostras foram lavadas (centrifugacdo a 1000 rpm por 20
segundos) trés vezes com 300uL de solucdo tampdo de citometria e ressuspendidas
em 200ul de solucéo fixadora (PBS-BSA 0,5% contendo 2% de formaldeido) para a
analise. De modo similar seguiu a imunomarcagdo com o anticorpo anti-Asialo GM1,
exceto pela inclusdo do anticorpo secundario F (ab”) anti-Rabitt IgG conjugado.
Quanto as imunomarcacBes de células B e macréfagos, as amostras
primeiramente foram lavadas duas vezes com 250ul de solucdo tampdo BD
Perm/Wash™ (BD Biosciences) e ressuspendidas em 250ul de solugdo BD
Cytofix/Cytoperm™ (BD Biosciences) aguardando 20 minutos, a 4°C. Em seguida,
as amostras foram novamente lavadas duas vezes com solucdo tampdo BD e
incubadas com os anticorpos conjugados anti-CD79a e anti-MAC 387 por 30
minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Terminada a incubacéo, as
amostras foram lavadas mais duas vezes com solucdo tampédo BD e ressuspendidas

em 200l de solucéo tampdo de citometria para analise.

Cultura primaria de TVTC

Os isolamentos das culturas do TVTC seguiram conforme descrito por Hsiao
et al. (2008) e Florez et al. (2016b). As amostras tumorais foram mantidas em
solucdo de tripsina (TrypLE Select — Invitrogen), a 37,5°C por 60 minutos no
homogenizador magnético. Apdés a centrifugacdo e descartado o sobrenadante, o

sedimento celular foi ressuspendido com 5 mL de meio de cultivo [solugdo DMEM
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alta glicose (Gibco), suplementada com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 100U/mL
de penicilina, 100mg/mL de estreptomicina (Gibco), e 3ug/mL de Anfotericina B
(Gibco)], e acondicionado em frascos para cultura celular de 25 cm? (Sarstedt).

Por fim, as amostras foram incubadas em estufa de CO, a 5%, umidade 95% e
temperatura de 37,5°C. A viabilidade e concentracdo celular foram determinadas pelo
teste de exclusdo com azul de tripan, em camara de NeuBauer. Ap0s trés
passagens de cultura, as amostras foram submetidas a analise citogenética para

determinacdo do numero de cromossomos presentes nas células do tumor.

Quimioterapia com sulfato de vincristina

Quanto a resposta clinica do tumor ao tratamento quimioterapico foram
estabelecidas trés categorias: resposta completa (RC), quando houve regresséao total
do tumor em 4 sessdes de quimioterapia; resposta parcial (RP), quando houve
regressdo do tamanho do tumor em 50% ou mais em 4 sessdes de quimioterapia e
resistentes (R), quando foi necessario trocar o tratamento. Os cdes receberam infuséo
semanal de sulfato de vincristina intravenosa, na dose de 0,75 mg/m?. A duragdo da
guimioterapia variou entre 3 a 8 semanas. Nos casos resistentes a vincristina, foi
utilizada a doxorrubicina intravenosa, na dose de 30mg/m2, a cada 21 dias,
totalizando 3 aplicacdes.

A remissao completa do tumor foi determinada com base na auséncia clinica
de massa tumoral e de células tumorais no exame citoldgico. Para a constatacdo de

recidiva, estes cdes foram monitorados por um periodo de até oito meses apds a cura.
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Andlise estatistica

Devido ao tamanho e a distribui¢cdo ndo normal das amostras foram utilizados
testes ndo paramétricos de Wilcoxon (duas amostras independentes) e de Kruskall-
Wallis (trés amostras independentes) para verificar se havia diferenca significativa
nas variaveis estudadas. Os resultados obtidos na imunoistoquimica e na citometria
de fluxo foram comparados frente as categorias clinicas apresentadas pelos cées,
incluindo raca, sexo, idade, subtipo citologico e fase clinica do tumor, além de
resposta quimioterapica. Foram ainda comparados os resultados da citometria de
fluxo obtidos no sangue e no tumor. As analises estatisticas foram realizadas no
programa estatistico SAS e foram considerados significativos os valores de p<0,05.

Com relacdo aos dados clinicos e epidemiologicos dos cdes com TVTC foi
utilizada a estatistica descritiva no programa Excel e os resultados apresentados na

forma de percentual e frequéncia.

Resultados e discussao

Dados epidemioldgicos e clinicos dos cdes com TVTC

Dos 22 casos de TVTC genital, observamos presenca do tumor em 3
diferentes ragas: Blue Heller (1), Border Collie (1) e Pincher (1). Os animais sem
raca definida (SRD) foram os mais acometidos, com 86% (19) dos casos. Quanto a
idade, 55% (12) dos cées eram adultos com idade entre 2 e 7 anos, 32% (7) eram

animais jovens com idade menor a de 2 anos, e 13% (3) animais idosos com idade
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entre 8 anos e 13 anos (Apéndice C). A faixa etaria dos cées aqui mais diagnosticada
reflete o periodo de maior atividade sexual (DAS; DAS, 2000; GANGULY; DAS;
DAS, 2013).

Neste estudo 55% (12) dos cées eram machos e 45% (10) fémeas, assim como
também foi encontrado por Chikweto et al. (2013). Embora haja estudos apontando
maior ocorréncia do TVTC nas cadelas (BRANDAO et al., 2002) e outros referindo
0s machos como os mais acometidos (FEO; FLOREZ; ROCHA, 2016), em geral, ndo
ha predisposi¢cdo do tumor em relacdo ao sexo, idade e raga, ocorrendo na maior parte
das vezes em animais sexualmente ativos e SRD. Isso pode indicar uma maior
populacdo de cdes SRD, um baixo controle de cruzamentos e facil acesso dos animais
as ruas (STRAKOVA; MURCHISON, 2014).

Quanto aos héabitos de reproducéo, todos os cdes tinham livre acesso as ruas
sendo impraticavel o controle sobre a origem dos contatos. Os animais ndo eram
esterilizados, exceto uma fémea SRD que adquiriu o tumor genital mesmo apés a
cirurgia de ovario-histerectomia (OSH). A cadela apresentou retorno ao cio e foi
coberta por um macho portador. Sinais de estro apds castracdo sdo caracteristicos da
sindrome do ovario remanescente (SANGSTER, 2005).

A historia junto ao exame clinico proporcionou a suspeita do tumor genital.
Os principais sinais observados foram corrimento serossanguinolento oriundo do
pénis e da vagina, aumento e deformidade genital, dificuldade de exposicdo peniana,
e presenca de massa visivel. Na avaliacdo especifica do TVTC pelo sistema TNM,
em geral as massas genitais eram formacdes vegetantes multilobulares, em formato

de couve-flor ou de placas, de coloracdo avermelhada ou rosacea, sendo comumente


http://www.resgatinhos.com.br/sindrome-do-ovario-remanescente-sor/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sangster%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15759831
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notadas areas necrosadas (Apéndice D). Quanto ao tamanho do tumor, observamos
diametro entre 2 e 5¢cm (T2) em 45% (10), tamanho acima de 5¢cm (T3) em 32% (7),
invasdo local com extensdo tumoral (T4) em 18% (4) e didmetro menor com menos
de 2cm (T1) em 5% (1) dos casos.

Nas fémeas o sitio mais comum de implante do tumor foi no vestibulo vaginal
com protrusdo da massa tumoral, além da genitalia externa. Quanto aos machos a
regido do bulbo peniano foi a mais acometida. Alteracfes secundarias a presenca do
tumor incluiram presenca de miiase em 13% (3) dos casos. Nao foram verificadas
infeccBes e obstrucBes das vias urinarias, apesar do tumor predispor aos distarbios
urinarios (BATAMUZI; KRISTENSEN, 1996). Em geral, os cédes estavam em boas
condicdes fisicas, mas em praticamente todos 0s casos houve mencdo de algum grau
de emagrecimento.

Metastases de TVTC sdo consideradas incomuns (VERMOOTEN, 1987;
CHIKWETO et al., 2013), com ocorréncia na maioria das vezes estimada entre 0 e
5% dos casos (STRAKOVA; MURCHISON, 2014). Foram descritos casos de
metastases acometendo olhos (FERREIRA et al., 2000), pele e tecido subcutaneo
(SANTOS; CARDOSO; OLIVEIRA, 2011), tonsilas, cérebro, medula espinhal,
masculos, ossos, glandula mamaria, hipofise, rins, baco, pancreas, figado, pulmao,
ovarios, testiculos, e mais comumente linfonodos regionais (CHIKWETO et al.,
2013; STRAKOVA; MURCHISON, 2014). Aqui observamos metastases de TVTC
em 9% (2) dos casos, incluindo linfonodo regional (N1) e baco (M1), em cées que
apresentaram grandes crescimentos tumorais (Apéndice D). Achados similares foram

encontrados em um estudo retrospectivo de 127 casos do tumor, reportando taxa de
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mestéstases de 7,9% (BRANDAO et al., 2002).

A presenca do TVTC no cdo pode ainda acarretar disturbios hemodinamicos.
Foi reportado eritrocitose absoluta associada ao aumento sérico de eritropoietina
como quadro clinico de sindrome paraneoplasica em cées transplantados (COHEN,
1985) e naturalmente adquiridos (DUARTE et al., 2006). Outro estudo descreve que
0s animais portadores naturais do tumor apresentaram anemia normocitica
normocrémica e trombocitopenia, enquanto alguns caes transplantados mostraram
aumento dos parametros eritrocitarios (APTEKMANN et al., 2005).

Aqui a média do perfil hematoldgico dos cdes com TVTC sem a influéncia
quimioterapica ndo mostrou alteracdes significativas. No entanto verificamos anemia
em 18% (4), linfopenia em 23% (5) e trombocitopenia em 41% (9) dos casos (Tabela
5 — Apéndice C). Quadros de anemia e trombocitopenia podem estar associados as
caracteristicas intrinsecas do TVTC, como a natureza bastante vascularizada e friavel
do tumor, que tende a resultar em continua secrecdo serosanguinolenta. Contudo,
alguns autores atribuem a anemia ao quadro populacional canino mais predisposto,
como nutricdo deficiente, verminose concomitante, ectoparasitas e livre acesso as
ruas (APTEKMANN, 2005).

Vaérios estudos mostram que o exame citolégico promove, na maioria das
vezes, 0 diagnodstico conclusivo de TVTC. E uma técnica simples, rapida,
minimamente invasiva, indolor e de baixo custo (BRANDAO etal., 2002; AMARAL
et al., 2007; VARUGHESE et al., 2012; ROCHA; TREMORI; CARNEIRO, 2014).
Em nosso estudo o exame citologico aspirativo por agulha fina (CAAF) constituiu

uma valiosa ferramenta diagndstica, levando a sensibilidade de 100% (22) nos casos
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de TVTC natural, além de ter possibilitado a classificacdo dos subtipos citoldgicos do
tumor e a caracterizacdo dos critérios de malignidade (Apéndice E). Porém a
avaliacdo citoldgica ndo possibilita identificar invasdo de tecidos adjacentes
(DUNCAN; PRASSE, 1979).

Em atencdo as alteracbes morfologicas nucleares e citoplasmaticas,
observamos que 0s oncocitos se mostraram individualizados, de tamanhos variaveis
entre 13 a 25 um, caracterizados por citoplasma com contornos bem delimitados e
distintos, discretamente basofilico, contendo maultiplos vacuolos claros dispersos. Os
nucleos excéntricos ou centrais, conforme o subtipo plasmocitoide ou linfocitdide do
TVTC, respectivamente, mostraram cromatina agregada e nucléolos proeminentes.
Com relacdo aos vacuolos citoplasmaticos, Meinkoth e Cowell (2002) ressaltam que
esse achado é uma caracteristica morfologica que costuma distinguir o TVTC das
outras células neoplésicas redondas, sendo que sua auséncia é rara nas células do
tumor.

Alteracbes malignas observadas por anisocitose, anisocariose, binucleacdo,
macrocariose, hipercromasia, células fantasma, figuras de mitose, e infiltrado
inflamatério linfoplasmocitario e polimorfonuclear, foram encontradas em algum
grau, independente da fase clinica do TVTC natural (Apéndice E), corroborando os
achados descritos em outros estudos (MUKARATIRWA et al., 2006; STOCKMANN
et al.,, 2011). Notamos ao mesmo tempo que ambos o0s subtipos citologicos
plasmocitoide e linfocitdide do tumor exibiram critérios citoplasmaticos e nucleares
de malignidade. Outro estudo recente mostrou néo haver diferenca estatistica entre os

subtipos celulares do TVTC e a presenca de critérios de malignidade (LIMA et al.,
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2013).

A eficacia do citodiagndstico teve comprovagdo nos exames histologico e
citogenético A andlise citogenética contribuiu no diagnostico definitivo de TVTC
porque a diferenca de caridtipo é altamente significativa entre as células normais do
cdo e tumorais. Enguanto no cdo o caridtipo normal é de 78 cromossomos, dos quais
76 séo acrocéntricos e um par sexual é metacéntrico, células do tumor podem exibir
variagdo no nimero de cromossomos, entre 56 a 68 (FLOREZ et al., 2016b), onde 15
a 17 cromossomos sdo metacéntricos ou submetacéntricos (MURGIA et al., 2006).
Neste estudo a caracterizacdo citogenética do TVTC a partir de cultivos primarios,
igualmente mostrou uma ampla variagdo no numero de cromossomos nas células
tumorais, entre 54 a 72 (Apéndice F), apoiando a teoria do transplante continuo de

células a geracoes.

Fenotipo celular e comportamento bioldgico do TVTC

Diferencas parecem existir na linhagem celular do TVTC, em func¢éo do grau
de variacdo em relacdo ao seu comportamento bioldgico. Estudos mostram que 0s
tumores de fendtipo plasmocitdide estdo associados a maior frequéncia de
anormalidades nucleares e nucleolares, maiores indices mitéticos e de proliferacdo
celular (marcador Ki-67), expressao de glicoproteina-P (P-gp), além de menor quebra
de DNA no teste do cometa. Em condic@es clinicas, estes achados podem implicar
maior agressividade, metastases, recidivas e resisténcia quimioterapica (DUZANSKI

etal., 2016).
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Neste estudo encontramos evidéncias que sugerem uma relacdo entre subtipo
citolégico e tamanho do tumor. Vimos que os tumores (T4) apresentaram apenas
padrdo celular linfocitdide ou misto, enquanto o tipo de célula plasmocitdide foi
predominante nos tumores menores (T2), corroborando achados de outros
pesquisadores (LIMA et al., 2013). N&o reportamos aqui uma relacdo entre tempo
transcorrido de evolucdo tumoral e fendtipo celular, uma vez que os proprietarios nao
fornecerram informacdes exatas sobre o tempo de evolucdo das lesGes nos caes.
Ainda, a identificacdo das fases de progressdo e regressdo do TVTC com base nos
fatores histologicos, como a relacdo celularidade e tecido estromal, ndo mostrou
haver diferenca entre os subtipos citol6gicos do tumor.

Alguns estudos tém apontado para uma maior frequéncia de TVTC de
fenotipo plamocitéide em cdes (AMARAL et al., 2007; LIMA et al., 2013;
PARANZINI et al., 2015), o que nédo foi corroborado pelos dados deste estudo, no
qual 36% (8) dos tumores foram caracterizados em fenotipo linfocitdide, 32% (7)
plasmocitoide, e outros 32% (7) misto. Outro estudo anterior também ndo encontrou
predominio de fenotipo plasmocitdide nos tumores estudados, mas em igual
proporcao ao fendtipo linfocitdide e misto (SIMERMANN, 2009).

Enquanto ha evidéncia de uma associacdo entre o fenétipo plasmocitoide do
TVTC e a maior agressividade e resisténcia quimioterapica (AMARAL et al., 2007,
DUZANSKI et al., 2016), outros estudos clinicos tém mostrado que os subtipos
citoldgicos do TVTC néo diferem em relacéo a resposta ao tratamento com sulfato de
vincristina, assim como aos critérios de malignidade (SIMERMANN, 2009; LIMA et

al.,, 2013; PARANZINI et al., 2015). Interessante notar em nosso estudo que
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metastases e resisténcia quimioterapica ocorreram apenas em tumores maiores
(T3/T4), em fase de progressdo e de fenotipo celular linfocitoide e misto, embora
tenhamos encontrado resposta completa (RC) ao tratamento em todos os subtipos
citoldgicos do tumor (Apéndice C). Estes achados sugerem que fatores intrinsecos ao
comportamento bioldgico do TVTC, tais como resisténcia e agressividade nao
parecem estar associados unicamente ao subtipo citoldgico do tumor, e necessitam,
portanto, de maiores esclarecimentos, especialmente no que tange aos aspectos
moleculares envolvidos, para melhor associar o subtipo tumoral ao seu
comportamento biologico.

A quimioterapia com sulfato de vincristina implicou diferentes respostas do
TVTC. Entre os cées que receberam tratamento, 65% (11) mostraram resposta
parcial, 23% (4) resposta completa e 12% (2) apresentaram resisténcia a droga. Em
geral, a vincristina foi eficaz em 88% dos casos e a cura foi alcancada entre trés a seis
sessOes quimioterapicas, sem causar recidiva. Outro estudo reportou a cura de 90%
dos cdes com TVTC com apenas trés aplicacdes de vincristina (OLGIVIE, 1996). A
resisténcia do tumor a terapia € um fendmeno multifatorial. Dentre alguns fen6menos
que regulam esse processo, é citada a elevada expressdo de moléculas que
transportam as drogas para fora da célula, a exemplo da P-gp, um produto do gene
MDR-1 expresso pelas células do TVTC (GERARDI et al., 2014; FLOREZ et al.,
2016a).

A vincristina age sobre o aparelho mitotico da célula, e em particular exerce
atividade citotdxica por perturbar a formacgdo de microtdbulos celulares, induzindo a

inibicdo da replicagdo celular, sendo que isso geralmente resulta em mielossupresséo
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(ALLEMAN; HARVEY, 1991; HANTRAKUL et al., 2014). Embora a toxicidade
hematoldgica seja o efeito colateral mais comumente associado ao uso da droga, ha
também mencdo a anorexia, vomito, diarréia, depressdo, hiperestesia, ataxia, queda
de pelos, Ulcera cutanea (MARTINS et al., 2014) e infertilidade temporaria
(SARATSIS; YPSILANTIS; TSELKAS, 2000). Aqui, ap6s a primeira ou segunda
sessdo de quimioterapia, observamos que alguns poucos animais apresentaram
determinados episdédios de anorexia e vomitos, além de moderada queda de pélos,
mas ndo caracterizada por areas de alopecia. Por outro lado, a toxicidade
hematoldgica, como leucopenia e trombocitopenia pode ser observada em 88% (15)
dos casos tratados, em menor ou maior grau.

Ao exame histoldgico, 86% (19) dos tumores aqui estudados foram
caracterizados em fase de progressdo, dois casos em fase de regressao inicial e um
apenas em fase de regressao final (Apéndice G). Ndo encontramos uma associacao
entre a fase clinica do TVTC natural e a resposta quimioterapica. Enquanto tumores
em fase de progressdo apresentaram desde resposta completa até resisténcia
guimioterapica, entre os tumores em fase de regressao, incluindo regressao final,
houve resposta parcial, sendo que apenas um mostrou resposta completa. Ainda,
outro recente estudo reportou resisténcia quimioterapica na fase de regressdo do
tumor (FEO, 2016).

Estes achados levam a acreditar que o TVTC natural possui evolugédo clinica
bastante diferenciada em relacdo ao tumor transplantado experimentalmente, que
mostra um comportamento bioldgico relativamente previsivel. Inicialmente ocorrem

as fases de crescimento e estabilizacdo, mas a regressdo espontanea do tumor natural
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provavelmente ndo ocorre. Tal hipOtese pode ainda ser apoiada por outros estudos
que ndo documentaram a regressdo em tumores de ocorréncia natural (ROGERS,

1997; BOSCOS; TONTIS; SAMARTZI, 1999; DRUMOND et al., 2013).

Expressdo de moléculas de MHC classe | e Il e infiltrado inflamatorio intratumoral

Dada a capacidade de tumores para manipular o sistema imunoldgico do
hospedeiro (GAJEWSKI et al., 2006; SENGUPTA et al., 2010), talvez ndo seja
surpreendente observar que as células tumorais possam adquirir a capacidade de
passar entre individuos através de transplantes alogénicos, tornando-se um tipo de
tumor transmissivel como no caso do TVTC em cées.

Sendo assim, o processo de iniciagdo e progressdio do TVTC em caes
receptores parece ocorrer principalmente pela evasdo das células tumorais aos
mecanismos de imunovigilancia relacionados a via do MHC (SIDDLE; KAUFMAN,
2015). O TVTC experimental exibe um padrdo de crescimento, que inclui fase de
progressao, seguido de estabilizacdo e, por Gltimo, uma fase de regressdao (CHU et
al., 2001; HSIAO et al., 2002). Porém, em cées imunossuprimidos o curso clinico
normalmente termina em progressdo tumoral com disseminacdo metastatica
(POWERS, 1968; YANG; JONES, 1973; MUKARATIRWA; GRUYS, 2003).

Enquanto na fase de progressao do TVTC nota-se a presenca predominante de
células tumorais e muitas figuras mitéticas dispostas difusamente ao delicado
estroma conjuntivo, a regressdo tumoral parece estar associada a infiltracdo de

células imunes (HILL; YANG; WACHTEL, 1984; PEREZ; DAY; MOZOS, 1998;
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LIAO et al., 2003) e maior expressao de moléculas MHC classe | e 11 (HSIAO et al.,
2002; MUKARATIRWA; GRUYS, 2003; HSIAO et al., 2008). Ademais, a apoptose
das células tumorais resultante da ativacdo do gene supressor tumoral P53 também
representa importante papel na regressdo do TVTC experimental (SANTOS et al.,
2008).

Neste estudo, através de andlise imunoistoquimica encontramos diferenca
estatisticamente significante ao compararmos a expressdo de moléculas de MHC
classe | (P<0,004) e de MHC classe Il (P<0,003) com as fases de progressdo e
regressdo do TVTC natural. Notamos que na progressdao do tumor houve baixa
expressao de moléculas MHC (6,9 £ 3,1% classe | e 13 + 4,1% classe II),
aumentando consideravelmente na fase de regressdo (18,6 + 5,8% classe | e 38,5 £
6,5% classe 1) (Apéndice H). N&o observamos diferenca estatisticamente
significante ao comparar as expressdes de MHC 1 e 1l com os subtipos citoldgicos
(plasmocitdide, linfocitoide e misto) do TVTC, assim como as demais subcategorias
clinicas dos caes (P>0,05).

Nossos resultados confirmam alguns estudos experimentais prévios que
descreveram que as moléculas de MHC podem estar subexpressas na progressao do
TVTC (PEREZ; DAY; MOZOS, 1998; HSIAO et al.,, 2002), enquanto o fator de
crescimento transformador beta (TGF-B1) produzido pelos oncocitos tende a estar
elevado (HSIAO et al., 2004). Apds a fase progressiva, cerca de 3 meses, 0 tumor
geralmente regride espontaneamente, apresentando superexpressdo do MHC pelas
celulas (HSIAO et al., 2008).

A apresentacao defeituosa dos complexos peptideo-MHC de classes | e 11 pela
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célula tumoral pode permitir que o tumor escape do reconhecimento por celulas T
CD8+ e T CDA4+, respectivamente (SENGUPTA et al., 2010). A perda ou baixa
regulacdo de subunidades de proteassoma, TAP1, TAP2, B2-microglobulinas (p2m)
ou mesmo a cadeia pesada do MHC | foram bem documentadas em alguns tumores
solidos humanos (KAKLAMANIS et al., 1994; QUADRI; SINGAL, 1998).

De outra parte, tumores podem estimular tanto respostas imunes primarias
mediadas por células e fatores sollveis, como respostas mais especificas e adquiridas
(SENGUPTA et al., 2010). O TVTC experimentalmente transplantado mostra que a
resposta imune do hospedeiro tem importante papel na evolucdo e severidade do
tumor. Isso pode ser explicado, em parte, pelo fato de cdes imunocompetentes
apresentarem regressao espontanea, enquanto cdes imunossuprimidos, como filhotes
recém-nascidos e adultos desnutridos, o curso clinico do tumor termina em
progressdo e metastases (POWERS, 1968; YANG; JONES, 1973).

Acredita-se que transicdo da fase progressiva para a regressiva do TVTC
experimental seja desencadeada pela inducdo da expressdo de MHC por infiltrado
linfocitario tumoral (TIL) (SIDDLE; KAUFMAN, 2015). Estudos descrevem que a
proporcdo de TIL é maior nos tumores em regressdo do que naqueles em fase de
progressdo (TRAIL; YANG, 1985; BARBER;YANG, 1999; HSIAO et al., 2008), e
que o aumento de linfocitos infiltrantes CD8+ e CD4+ na fase regressiva do TVTC
sugere que a regressao do tumor ocorre na dependéncia de uma reposta imune
especifica do hospedeiro (HSIAO et al., 2008).

No entanto, mesmo quando o tumor se encontra em fase de progressdo ha

infiltrag&o tumoral por células T, assim como por células B, células NK e macrofagos
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(HILL; YANG; WACHTEL, 1984; PEREZ; DAY; MOZOS, 1998; HSIAO et al.,
2004; TROMPIERI SILVEIRA et al., 2009). Em nosso estudo com TVTC natural, a
analise pela citometria de fluxo ndo mostrou haver diferenca significante entre as
populacdes mononucleares do sangue periférico e do tumor quando comparadas com
as fases clinicas de progressdo (P) e regressdo (R) do tumor (P>0,05). Nao
encontramos ainda evidéncia de uma correlacdo entre subtipo citolégico do tumor e
resposta imune (Apéndice ). Apesar de 0 TVTC de padrdo misto ter mostrado uma
maior frequéncia de células T CD4+ (P<0,01) e de células B (P<0,3) no sangue, e
maior infiltrado intratumoral de células NK (P<0,2) ndo encontramos nenhuma outra
diferenca imune expressiva entre os subtipos do tumor, indicando, portanto, nao
haver diferenca quanto a interacdo tumor/hospedeiro (P>0,05).

Por outro lado, a analise pela citometria de fluxo nas amostras tumorais
mostrou evidéncia de uma diferenca bioldgica entre as células imunes nas fases de
progressdo (P) e de regressdo (R) do TVTC natural. Na fase de regressdo
encontramos uma maior presenca de células NK (R. 9 £ 8,2% e P. 6 £ 8,1%) (P<0,1),
e de macrofagos (R. 54,4 + 58,6% e P. 29,6 £ 32,5%) (P<0,1), enquanto na fase de
progressao verificamos maior presenca de células B (P. 16,6 + 14,1% e R. 5,7 £
6,1%) (P<0,06). Identificamos ainda igual presenca de células T CD3+ nas fases de
progressao e de regressdo do tumor, porem com infiltracdo maior de T CD4+ (P. 54,9
+22,4% e R. 63 + 10,7%) (P<0,4) e de células T CD8+ (P. 11 + 14 e R. 15,1 + 9,6%)
(P<0,2) na regressdo do tumor, como descrito em estudos com TVTC induzido
experimentalmente (HILL; YANG; WACHTEL, 1984; HSIAO et al., 2008).

Embora a perda de moléculas de moléculas MHC | pelo tumor ativa a
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atividade citotoxica de células NK, nossos achados em citometria podem sugerir que
durante a fase de progresséo as células do TVTC produziram quantidades elevadas de
fator TGF-B1 (HSIAO et al., 2004) que foram capazes de suprimir as células NK e os
macrofagos no microambiente tumoral, uma vez que esta citocina pode impedir a
imunidade inata antitumoral por inibir a atividade de células NK, assim como o
recrutamento e ativacdo de macrofagos no tumor (CORRADIN et al.,, 1993;
FLAVELL et al., 2010). Contudo, pesquisas adicionais sdao necessarias para uma
melhor compreencdo dos mecanismos pelos quais 0 TVTC lanca méo para escapar da
imunovigilancia exercida por células NK (SIDDLE; KAUFMAN, 2015).

Se por um lado células B podem colaborar na promocdo tumoral através da
producdo de TGF-p1 (BJARNADOTTIR et al., 2016), por outro tém papel crucial na
geracdo da imunidade humoral do TVTC, caracterizada pela producdo de
imunoglobulinas que exercem funcdo efetora na ativacdo do sistema complemento
contra as células tumorais (EPSTEIN; BENNETT, 1974; FELTON; YANG, 1988).
Além disso, a citotoxicidade celular anticorpo-dependente sé ocorre na presenca dos
linfocitos B, os quais serdo as primeiras células imunes a se infiltrarem no TVTC
(CHANDLER; YANG, 1981). Logo, as células NK e os macrofagos sao atraidos pela
ligacdo das imunoglobulinas na superficie das celulas tumorais, podendo induzir a
lise celular por citotoxicidade (MIZUNO; FUJINAGA; HAGIO, 1994; PAGES et al.,
2010).

Muito além do seu papel no desenvolvimento da imunidade humoral, as
células B s@o APCs eficientes para as células T, programando a diferenciacdo e

expansdo de células T efetoras contra tumores (GRAY; GRAY, BAR, 2007; FREMD
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et al., 2013). Um interessante estudo mostrou que células T virus-especificas foram
eficientemente induzidas na presenca de uma linhagem de células B expressando
antigeno especifico (SUN et al., 1999). Também foi reportado que a auséncia
congénita de células B resultou em anormalidades no sistema imune, incluindo a
diminuicdo no namero e na diversidade de timdcitos, defeitos nas células DC e
compartimentos de células T, a falta de placas de Peyer, além de uma auséncia de
subgrupos de macréfagos acompanhada por niveis diminuidos de quimiocinas
especificas (LEBIEN; TEDDER, 2008).

Enquanto células T dependem de apresentacdo de antigenos pelo MHC para
destruir células tumorais, células B reconhecem e interiorizam antigenos tumorais
através de seus IgR de superficie, apresentando os peptideos gerados no contexto das
moléculas do MHC 1l para células T CD4+. Evidéncias crescentes mostram ainda
que as células B também fazem apresentacéo cruzada in vivo, expressando antigenos
especificos de tumor via MHC | para células T CD8+ (HON et al., 2005; FREMD et
al., 2013).

Acredita-se que quando o nivel de IL-6 secretrado por linfocitos TIL atinge
um determinado limiar, inicia-se sua atividade em sinergismo com o IFN-y, também
secretado por TIL, macrofagos ativos e células NK, de modo a ativar a expressao de
moléculas do MHC pelas células do TVTC, dando inicio a fase de regressdo (HSIAO
et al., 2004; SIDDLE; KAUFMAN, 2015). Porém, um estudo em imunoistoquimica
do infiltrado linfocitario no TVTC experimental constatou que células T CD4+ e
CDB8+ foram predominantes na progressdo do tumor e menos presentes na fase de

regressdo (TROMPIERI SILVEIRA et al., 2009).



DUZANSKI, A.P Pag.103

Em nosso estudo, a evidéncia de células T (CD3+ CD4+ CD8+) ja na fase de
progressdo do TVTC natural pode sugerir possibilidade de influéncia de células B na
regulacdo e expansao de células T contra o0 TVTC natural ao desenpenhar funcéo de
APC, como ja foi bem documentado em outros estudos que apontaram para 0
envolvimento de células B na inducdo de Gtimas respostas de células efetoras T
CD4+ e T CD8+ contra tumores (RON et al., 1983; LANZAVECCHIA; BOVE,
1985; SCHULTZE et al., 1997; LEBIEN; TEDDER, 2008; DILILLO et al., 2010).

Por outro lado, embora o infiltrado linfocitario intratumoral seja considerado
uma manifestacdo da resposta imunolégica contra o tumor, ha bastante controvérsia
sobre as células T terem um papel central na imunidade antitumoral (O'SULLIVAN,
LEWIS, 1994, GAJEWSKI, 2006; BAILEY et al., 2014). Nossos dados em
citometria de fluxo mostram que a intensa proliferacdo de células T na fase de
progressdo do TVTC natural ndo foi capaz de impedir o crescimento tumoral,
sugerindo um certo tipo de tolerancia imunoldgica ou de inabilidade das células T no
combate efetivo ao tumor. Isto talvez possa ter ocorrido devido a baixa expressdo de
moléculas do MHC | e Il pelo TVTC, como encontramos aqui. Outros estudos
também evidenciaram que apesar das células T estarem presentes no TVTC em
progressao, a atividade citotoxica para as células do tumor parece ser melhor
observada na fase de regressio (CHANDLER; YANG, 1981; TROMPIERI
SILVEIRA et al., 2009).

Outra hipotese € quanto a subversdo da imunidade antitumoral pelo TVTC. A
superexpressdo de fator TGF-p pelas células do TVTC durante a fase de progresséo

(HSIAO et al., 2004) pode ter regulado a proliferacéo e diferenciacdo de células T


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schultze%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9389740

DUZANSKI, A.P Pag.104

CD4+ e CD8+ em células T reguladoras (Treg) no sitio tumoral, que sdo altamente
capazes de inibir mecanismos antitumorais da imunidade natural e adquirida (WEI et
al., 2005; ZOU, 2006; FLAVELL et al., 2010). Estudos in vitro e in vivo mostram
que a inducdo de células T reguladoras CD8+ € independente das células T
reguladoras CD4+, e que ambas as células suprimem significativamente as respostas
efetoras das células T aos tumores e promovem o crescimento tumoral (RIFA et al.,
2004; WEI et al., 2005; ZOU, 2006). Adicionalmente, dados experimentais sugerem
que TGF-Blfavorece a formacdo de metastase de tumores através dos seus efeitos
sobre as células presentes no microambiente tumoral (FLAVELL et al., 2010).

Portanto a relacdo entre o infiltrado de células imunes e o seu papel na fase
evolutiva do TVTC, assim como 0 mecanismo exato pelo qual regula a expressao do
MHC durante as fases de progressdo e regressao do tumor ainda ndo esta claro
(TROMPIERI SILVEIRA et al., 2009; SIDDLE; KAUFMAN, 2015). Além disso,
evidéncias crescentes mostram que a resposta imune gerada pelo hospedeiro pode
moldar a imunogenicidade do tumor, dando origem a variantes mutantes que
conferem resisténcia a pressdo exercida pela imunovigilancia, num processo descrito
como imunoedi¢do tumoral. Nesse processo as células tumorais continuam a se
proliferar como células editadas, indetectaveis pela imunidade antitumoral, e podem
eventualmente levar a malignidade do tumor (DUNN et al., 2002; DUNN; OLD;
SCHREIBER, 2004; SENGUPTA et al., 2010).

Muitas vezes o balanco entre a resposta imune anti e pro-tumorigénica se
torna entdo a favor do crescimento do tumor (DUNN et al., 2002). Isto talvez possa

explicar o paradoxo aparente de regressdo espontanea no TVTC natural, que mesmo
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estabelecido em cées saudaveis e imunocompetentes, o0 tumor aparentemente parece
sobreviver por periodos indeterminados e pode metastatizar para linfonodos ou
orgdos a distancia, incorrendo, deste modo, em uma possivel influéncia do prorprio
sistema imune nos eventos bioldgicos asociados a tumorigénese e ao escape da
imunovigilancia.

Em nosso estudo, a analise pela citometria de fluxo mostrou que em geral, as
células mononucleares estudadas foram mais expressivas no sangue (S) do que no
tumor (T), exceto unicamente pela populacdo de células T CD4+, que foi encontrada
em maior namero no microambiente tumoral (S. 52 + 7,5% e T. 56 * 16,5%) (P<0,1)
(Apéndice 1). No sangue, diferenca significativa foi encontrada nas populagdes de
células T CD3+ (S. 69 £ 18,8% e T. 32 + 15,7%) (P<0,001) e de mondcitos (S. 49,5
+ 29,4% e T. 32,1 + 29%) (P<0,001), assim como uma diferenca bioldgica nas
populacdes de células T CD8+ (S. 18 £ 12% e T. 12,3 + 9,9%) (P<0,1), células B (S.
20,7+ 158% e T. 15,5 + 9,7%) (P<0,2) e de células NK (S. 8,1 +4,6% e T.6,5 +
6%) (P<0,09).

Quanto as demais subcategorias clinicas dos cdes com TVTC, observamos
que em geral, as células mononucleares tanto circulantes quanto infiltrantes foram
predominantes nos cdes de raca e cdes fémeas, indicando que além do sexo, as
diferencas genotipicas entre animais de raca e sem raga definida (SRD) parecem
provocar variacdo na atividade do sistema imune (Apéndice I). Assim, cdes de raca
mostraram uma diferenca significativa no sangue em relacdo as células T CD4+
(Raca 61,3% * 6,2 e SRD 51,2 £ 9,1%) (P<0,02) e células B (Raca 49 + 21,1% e

SRD 17 * 16,6%) (P<0,02), e no tumor em ceélulas T CD4+ (Raca 74,1 £+ 8,4% e
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SRD 52,5 + 21,5%) (P<0,03). Quanto ao sexo, enquanto as fémeas mostraram
diferenca significativa no sangue em relacéo as células T CD3+ (F. 78,8 £ 14,1% e
M. 63,9 + 25,2%) (P<0,05) e T CD8+ (F. 24,7 + 12,2% e M. 13,3 + 14,3%) (P<0,02),
machos apresentaram diferenca em relacéo as células NK (F. 5,5+ 3,9% e M. 85 +
7,9%) (P<0,04). No microambiente tumoral, as fémeas mostraram ainda diferenca
expressiva em relacdo as células T CD4+ (F. 65,5 £ 11,2% e M. 47,74 + 24,8%)
(P<0,05) e bioldgica quanto aos macrofagos (F. 43,2 + 39% e M. 23 + 28,2%)
(P<0,1). Outro estudo também encontrou células T mais presentes nas fémeas em
comparacado aos caes machos (GREELEY et al., 1996).

Estudos reportaram que mediadores enddcrinos podem modular o sistema
imune humoral e celular. In vitro, os estrogénios promoveram a proliferacdo dos
linfocitos T, diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia dos linfocitos B e maior
producdo de imunoglobulinas (KANDA; TAMAKI, 1999). In vivo, mulheres tém o
timo mais desenvolvido, maiores niveis de imunoglobulinas e maior propor¢do de
linfocitos T CD4+ e CD8+ no sangue periférico (MEDEIROS; MEDEIROS;
OLIVEIRA, 2006). Outro estudo também aponta para uma correlacdo positiva entre
0s niveis séricos de estrogénio e a relacdo CD4/CD8. Apds ooforectomia, a
porcentagem de células CD4+ e CD8+ e de citocinas imunomoduladoras diminuiram
(KUMRU; GODEKMERDAN; YILMAZ, 2004). Portanto fémeas parecem possuir
uma respota imune celular e humoral mais ativa do que machos.

Ao analisarmos a influéncia da idade sobre as popula¢cdes mononucleares dos
cdes com TVTC, observamos que enquanto 0s animais idosos mostraram uma

diferenca biologica no sangue em relagdo as células T CD8+ (Jovem 16,9 + 14,1%,
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Adulto 14,7 + 14,4% e Idoso 30,3 + 16,9%) (P<0,3), 0s animais jovens mostraram
diferenca em relacéo as células B (Jovem 27,6 + 21,6%, Adulto 16,7 = 20,1% e ldoso
21,4 + 17,7%) (P<0,4). Ja no microambiente tumoral, 0os animais idosos apresentaram
maior presenca de células T CD3+ (Jovem 31,4 £+ 14,4%, Adulto 27,2 + 21,6% e
Idoso 49,2 + 29,6%) (P<0,3) e de células T CD8+ (Jovem 6,5 £ 4,7%, Adulto 10,6 £
12,3% e ldoso 31,7 + 16,5%) (P<0,07), enquanto 0s animais jovens apresentaram
maior infiltrado de células B (Jovem 27,8 £ 17%, Adulto 8,7 + 4,8% e Idoso 9,5 +
3,8%) (P<0,02) (Apéndice I). A atividade de macrdfagos e de células NK néo foi
afetada pela idade, como ja foi descrito em outro estudo (GREELEY et al., 1996).
Nossos dados sugerem uma relacdo entre o envelhecimento do animal e aumento na
populacdo de células T CD8+, assim como um declinio da resposta imunologica por
celulas B.

Vérios estudos que acompanharam a dinamica e o desenvolvimento da
imunidade célular em cdes normais mostram que as populacGes de células T
aumentam progressivamente conforme a idade canina (GREELEY et al., 1996;
TOMAN et al., 2002; KLEIN et al., 2014), exceto as células B que parecem diminuir
sua atividade (GREELEY et al., 1996). Adicionamente, embora a porcentagem de
CD4+ possa permaner relativamente estavel em cdes até um ano de idade, a
populacdo CD8+ apresenta-se mais baixo nas primeiras semanas de vida e sofre
elevacdo constante com o progredir da idade (FALDYNA et al., 2001; TOMAN et
al., 2002).

Com relagdo as diferentes respostas ao tratamento quimioterdpico com

vincristina [resposta completa (RC), resposta parcial (RP) e resisténcia (R)], a analise
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pela citometria antes do inicio da quimioterapia revelou que os cdes que depois
apresentaram RC ao tratamento mostraram maior infiltrado intratumoral de
macrofagos (RC. 48 + 33%, RP. 36 £ 32% e R 3,4+ 0,3%) (P<0,08), enquanto 0s
animais resistentes (R) apresentaram maior presenca de células T CD3+ (RC. 26 +
15%, RP. 24,2 + 11,1% e R. 53,6 + 13,5%) (P<0,2) e de células T CD4+ no tumor
(RC. 56 + 23,4%, RP. 59,5 £ 13% e R. 70,8 + 4,6 (P<0,2) (Apéndice I). Nossos
achados indicam que as células T presentes no microambiente tumoral nao
favoreceram a regressdo do tumor, ao contrario da populacdo macrofagica que parece
ter contribuido para o menor nimero de sessGes quimioterapicas. Outro estudo
reportou uma associacdo entre regressdo e maior infiltrado de macréfagos e de
linfocitos (PEREZ; DAY ; MOZOS, 1998).

No entanto, as células T somente exercem atividade efetora depois de ativadas
por células APCs, tais como macrofagos e células DCs. As células CDs, por
exemplo, sdo consideradas as células mais eficientes para iniciar e manter as
respostas imunes efetoras antitumorais em cées, e tendem ser geradas a partir de
monocitos (BONNEFONT-REBEIX et al., 2006; YU-SHAN et al., 2007). Com
efeito, no TVTC experimental ja foi descrito a habilidade do tumor em induzir a
apoptose de mondcitos, e compremeter seriamente a fungdo e diferenciacdo de CDs
derivadas de mondcitos, 0 que parece ser outro mecanismo eficaz de evasao imune
(LIU et al., 2008).

Outros estudos mostram ndo haver diferenca no desenvolvimento do tumor
primario em camundongos selvagam singénicos e ratinhos nude atimicos, que nédo

apresentam imunidade celular por células T, e sustentam que as celulas T nédo
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formam a base da imunovigilancia como se pensava (SHANKARAN et al., 2001).
Ademais, esta claro que tumores induzem a formacao de células Treg, que favorecem
a progressdo tumoral e metastases (ZOU, 2006; FLAVELL et al., 2010; BAILEY et
al., 2014).

Embora a resisténcia ao tratamento tenha sido encontrada tanto em animais de
raca como SRD, e em ambos 0S sexo0s caninos, nossos achados em citometria de
fluxo sugerem a possibilidade de cdes fémeas apresentarem resposta mais favoravel a
remissdo completa do tumor acompanhada de tratamento com sultado de vincristina
em comparacdo aos cdes machos, uma vez que as fémeas mostraram evidéncia de
maior infiltrado intratumoral de macrofagos (P<0,1). Além disso, sob o ponto de
vista clinico, vimos que trés entre 0s quatro cdes que apresentaram RC ao tratamento

eram fémeas (Apéncide C).

Concluséao

A quimioterapia com sulfato de vincristina se mostrou efetiva no tratamento
da maioria dos casos de TVTC, sem causar recidiva, quando administrado num
minimo de trés aplicacBes; Casos de metastases e resisténcia quimioterapica
ocorreram apenas em tumores maiores (T3/T4), em fase de progressédo e de fendtipo
celular linfocitdide e misto; Caes fémeas mostraram evidéncia de resposta mais
favoravel a remissdo completa do tumor acompanhada de quimioterapia em
comparagdo aos caes machos.

N&o encontramos neste estudo uma forte evidéncia de regressao espontanea
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no TVTC natural com base nas respostas imunes celulares do hospedeiro. Apesar
das expressdes de moléculas de MHC classe | e Il terem sido significativamente
maior na fase de regressdo tumoral, ndo foi possivel correlacionar a fase clinica do
tumor com um Unico tipo predominante de infiltrado inflamatério intratumoral.
Ainda, a fase clinica do tumor natural ndo mostrou ser determinante na resposta ao
tratamento quimioterapico, e 0s subtipos citologicos do tumor ndo diferiram quanto
as respostas imunes, indicando nao haver diferenca na interacao tumor/hospedeiro.
Nossos dados apontam para a necessidade de mais estudos visando esclarecer
eventuais mecanismos envolvidos na interacdo entre células do tumor e hospedeiras e
a sua implicacdo na imunidade antitumoral, pois o sistema imune do cdo parece ser
requisitado pelo tumor durante os eventos bioldgicos associados a tumorigénese e ao

escape da imunovigilancia.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17695590
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17695590
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17695590
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lin%20YC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17695590
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17695590
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chu%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17695590
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1899861/
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ANEXO - A

Figura 1 - Fases do processo de edigdo imunoldgica do cancer.
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Fonte: Dunn GP,OIld LJ, Schreiber RD. The immunobiology of cancer
immunosurveillance and immunoediting. Immunity. 2004;21(2):137-148.

= As células normais (cinzas) sujeitas a estimulos oncogénicos acabam sofrendo
transformacdes e se tornam células tumorais (vermelhas). Mesmo nos esta-
gios iniciais da tumorigénese, essas células podem expressar marcadores tu-
morais especificos e gerar sinais pré-inflamatérios de perigo que iniciam o
processo de imunoedicdo de cancer. Na primeira fase de eliminacdo, as célu-
las e moléculas de imunidade inata e adaptativa, podem erradicar o tumor em
desenvolvimento e proteger o hospedeiro contra a formagéo tumoral. No en-
tanto, se este processo ndo for bem sucedido, as células tumorais podem en-
trar na fase de equilibrio onde s@o mantidas cronicamente ou sdo esculpidas
por editores imunes para produzir novas populacdes de variantes tumorais.
Estas variantes podem evadir o sistema imune e se tornar clinicamente inde-

tectaveis na fase de escape.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Old%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15308095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schreiber%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15308095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15308095
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ANEXO B

Figura 2 - Estrutura da molécula de complexo de histocompatibilidade maior (MHC)
de classe l e Il.

MHC | MHC I
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f dopeptidio N\ . / ? |
A £ X al -
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I dissulfeto ¥
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Fonte: Abbas AK, Lichtman AH, Pillai S. Imunologia Celular e Molecular. 8. ed. Rio
de Janeiro: Elsevier; 2012. p.389.
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ANEXO -C

Figura 3 - Principais células do sistema imune inato e adaptativo e suas fungdes em

resposta a uma célula tumoral.
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Fonte: Borghaei H, Smith MR,Campbell KS.

Immunotherapy of céancer. Eur J

Pharmacol. 2009; 625(1-3): 41-54.

Muitos tipos de células imunoldgicas influenciam o crescimento tumoral. O sistema
imunoldgico é composto por células inatas que medeiam respostas imediatas de curta
duracdo [mondcitos, macrofagos, células dendriticas e células assassinas naturais
(NK)], e células adaptativas que desenvolvem respostas de longa duracdo e memoria
(células T e células B). As setas descrevem os impatos das células imunes uma sobre

a outra ou sobre o tumor.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borghaei%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19837059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19837059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=19837059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=19837059
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Quadro 1 - Protocolo semioldgico e terapéutico aplicado aos cdes com TVTC.

ANEXO E

Nome do proprietério:

Enderego: | Ficha:
Telefone: |
Resenha
Nome: | Sexo: | Raga: | 1dade: | Peso:
Historico do paciente Observacdes

Aceso a rua? Sim () Néo ()

Teve contato com outros cdes? Sim () Néao ()

Castrado (a)? Sim () Nao ()

Emagrecimento progressivo? Sim ( ) Nao ()

Tratamento prévio? Sim () Néao ()

Descrigdo da massa

Massa hemorragica? Sim () Ndo ()

Massa friavel? Sim () N&o ()

Crescimento: Lento () Rapido ( ) Estavel ()

Tempo de crescimento: < 3 semanas ()
Entre 3 a 8 semanas ( ) > de 8 semanas ()

Localizaglo da massa:

Massa Unica: Sim () Nao ( )

Tamanho do tumor em centimetros:

Avaliacédo de linfonodos locais:

Aplicar estadiamento TNM**

**ESTADIAMENTO CLINICO (TNM) APLICADO EM TVTC

Tumor primario Nédulo Linfonodo regional

P linfatico 9 Metéastases a distancia

Tl | <2cm NO Auséncia de metastases A . , R

- - Auséncia de metéstases a

Entre 2 a 5 Metastase em linfonodo | MO A

T2 N1 . distancia
cm regional
> .

T3 Insacsr;o N Metastase em linfonodos M1 | Metastases

T4 local distantes
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MASSAS ADICIONAIS

Descricdo

Observacoes:

Massa Unica? Sim ( ) N&do ()

Ordem de aparecimento:

Crescimento: Lento ( ) Réapido ( ) Estavel ( )

Tempo de crescimento: < 3 semanas ( )
Entre 3 a 8 semanas ( ) > de 8 semanas ( )

Massa hemorragica? Sim () Né&o ( )

Massa friavel? Sim ( ) Nao ( )

Localizacdo da massa:

Tamanho da massa em centimetros:

Avaliacéo dos linfonodos:

TERAPIA ANTI-NEOPLASICA E EVOLUGCAO CLINICA DO TUMOR

Tratamento utilizado: Sulfato de vincristina

Dose: 0,75mg/m’

Semana

1

2

3

4

Tamanho do tumor (cm)

Avaliacdo dos linfonodos locais
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APENDICE A

Figura 4 - Organograma da metodologia esquematizando amostras coletadas para

analises dos 22 cdes com TVTC.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE B

Tabela 1 - Painel de imunomarcacdo de moléculas de MHC classe | e 11 no tumor.

Anticorpo Clone Tipo Diluicao Fabricante
Anti — MHC | DG-H58A Monoclonal 1:100 Washington University
Anti — MHC |1 DG-TH14B Policlonal 1:200 Washington University

Tabela 2 - Painel de imunomarcacéao de células mononucleares do sangue e do tumor.

Anticorpo Clone Tipo Diluigéo Fluoréforo Fabricante
Anti-CD3+ CAl7.2A12 Monoclonal 1:30 FITC AbD Serotec
Isotipo 1gG1 1:30 FITC AbD Serotec
Anti-CD4+ YKIX302.9 Monoclonal 1:60 Alexa Fluor 647 AbD Serotec
Isotipo 1gG2a 1:60 Alexa Fluor 647 AbD Serotec
Anti-CD8+ YCATEDS5.9 Monoclonal 1:15 RPE AbD Serotec
Isotipo 1gG1 1:15 RPE AbD Serotec
Anti-Asialo GM1 1:30 Affymetrix
F Anti-Rabitt 1IgG Policlonal 1:30 FITC Affymetrix
Anti-CD790. HM57 Monoclonal 1:15 RPE AbD Serotec
Isotipo 1gG1 1:15 RPE AbD Serotec
Anti-Macréfago MAC387 Monoclonal 1:10 APC AbD Serotec
Isotipo 1gG1 1:10 APC AbD Serotec
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Figura 5 - Graficos mostrando estratégia de andlise por citometria de fluxo das
células T (CD3+ CD4+ CD8+), células B (CD79), células NK (asialo GM1) e

macrafagos (MAC 387) em amostras de sangue e de tumor dos cdes com TVTC. Os

Gates foram determinados com base nos parametros de tamanho (FSC) e

granulosidade (SSC) da populacdo em estudo. Os valores foram expressos em

porcentagem de células positivas para 0os marcadores em questdo. Q1 representa
(Positivo CD4+), Q2 (Duplo Positivo CD4+ e CD8+), Q3 (Positivo CD8+) e Q4
(Duplo negativo CD4+ e CD8+).
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APENDICE C

Tabela 3 — Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos 22 cdes com TVTC genital.

SEXO (n) (%)
Macho 12 55
Fémea 10 45
IDADE (n) (%)
Jovem (<2anos) 7 32
Adulto (2-7anos) 12 55
Idoso (>7anos) 3 13
RACA (n) (%)
Sem raca definida 19 86
Raca 3 14
TAMANHO DO TUMOR (n) (%)
T1 (<2cm) 1 5
T2 (2-5cm) 10 45
T3 (>5cm) 7 32
T4 (invasivo) 4 18
METASTASE (n) (%)
Sim 2 9
Né&o 20 91
SUBTIPO DO TUMOR (n) (%)
Linfocitoide 8 36
Plasmocitoide 7 32
Misto 7 32
FASE CLINICA (n) (%)
Progressédo 19 86

Regresséo 3 14
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Tabela 4 — Distribuigdo e dados clinicos descritivos dos 22 cdes com TVTC genital.

ldade Massa Tamanho .
Caso  Sexo ANOS Raca  Castracao Primaria I\{Ias’sa_ Metastase Linfonodo
Primaria
1 Fémea <2 SRD Né&o Vagina Tl MO NO
2 Macho 5 SRD Néo Pénis T2 MO NO
3 Fémea <2 Bordg ' Né&o Vagina T3 MO NO
Collie
4 Fémea 3 SRD Né&o Vagina T3 MO NO
5 Macho 3 SRD Né&o Pénis T2 MO NO
6 Fémea 4 SRD Né&o Vulva T2 MO NO
7 Macho 5 SRD Né&o Pénis T3 MO NO
8 Macho 4 SRD Né&o Pénis T2 MO NO
9 Macho 6 SRD Né&o Pénis T3 MO NO
10  Macho 10 SRD Né&o Pénis T4 MO NO
11 Macho 3 SRD Né&o Pénis T3 MO N1
12 Fémea 4 SRD Sim Vagina T2 MO NO
13 Macho Adulto SRD Né&o Pénis T4 MO NO
14 Macho <2 SRD Né&o Pénis T3 MO NO
15  Macho <2 SRD Né&o Pénis T3 MO NO
16 Macho 13 SRD Néo Pénis T4 MO NO
17  Fémea 5 HTILI‘; Nao Vagina T4 M1 NO
18  Macho 8 SRD Néo Pénis T2 MO NO
19  Fémea 7 Pinscher Néo Vagina T2 MO NO
20 Fémea <2 SRD Né&o Vagina T2 MO NO
21 Fémea <2 SRD Né&o Vagina T2 MO NO
22 Fémea <2 SRD Né&o Vagina T2 MO NO

SRD= Sem raca definida. T1< 2cm, T2 entre 2-5cm, T3> 5cm, T4 Invasdo local. NO Auséncia de
metastases em linfonodo, N1 Metastase em linfonodo regional, N2 Metastase em linfonodos distantes.
MO Auséncia de metastases a distancia, M1 Metastases.
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Tabela 5 — Distribuicdo e dados descritivos referentes ao subtipo citoldgico, fase evolutiva e

reposta a quimioterapia dos 22 cdes com TVTC genital.

Caso Classificagao Fase Quimioterapia Toxicidade Cultura
Citomorfoldgica Clinica P Quimioterapica
1 Misto Progressdo # Ausente *
2 Misto Progressao RP Hematolégica *
3 Misto Progressao RP Hematolog |€:a/ *
Dermatoldgica
4 Plasmocitoide Rgg_re:ssao RC Ausente *
inicial
5 Plasmocitoide Progressao # Ausente *
6 Plasmocitoide Progressao # Ausente *
7 Plasmocitoide Progressdo RP Hematoldgica *
8 Plasmocitoide Progressdo RC Ausente *
9 Linfocitdide Reg_ressao RP Hematoldgica *
final
10 Misto Progressao RP Hematolégica *
11 Linfocitdide Progresséo # Ausente *
s . Hematologi
12 Linfocitoide Progressao RC emato 0,g (.:a/ *
Dermatolégica
13 Linfocitdide Progresséo R Hematoldgica *
14 Linfocitdide Progressdo RP Hematoldgica *
15 Misto Progressao RP Hematoldgica *
16 Linfocitdide Progresséo # Ausente *
17 Misto Progressdo R Hematoldgica *
18 Plasmocit6ide Rgg_re:ssao RP Hematologica *
inicial
. x Hematoldgica/ *
19 Misto Progresséo RC Gastrointestinal
20 Linfocitdide Progressdo RP Hematoldgica *
21 Linfocitdide Progresséo RP Hemat_ologl_ca/ *
Gastrointestinal
22 Plasmocitoide Progressdo RP Hematoldgica *

#= ndo tratou, R= Resistente, RC= Resposta Completa, RP= Resposta Parcial * Culturas isoladas de

TVTC.
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Tabela 6 - Média desvio padrdo, amplitude de variacao dos valores do hemograma de
22 cées com TVTC natural antes do inicio do tratamento quimioterapico.

Parémetros avaliados Média ;e;;/;(; m\?ﬁ:(r)nro Valor maximo Valores de referéncia
Eritrécitos (x10%/uL) 6,09 1,787 2,74 8,7 55a8,5
Hemoglobina (g/dL) 12,58 4,082 5,6 17,8 12a18

Hematdcrito (%) 38,66 10,221 18 54 37a55
VCM (fL) 64,43 5,925 51,6 78,5 60a77
CHCM (%) 33,47 2,518 26,5 37,2 32236
Leucécitos (x10%/uL) 16,78 7,761 57 315 6al7
Neutrofilos (x10%/uL) 12,99 6,801 25 25,2 3all5
Linfécitos (x10%/uL) 1,62 0,811 0,2 2,8 l1a48
Eosindfilos (/uL) 1065 1242,779 0 5,500 100 a 1250
Basofilos (/uL) 0 - - - Raro
Monacitos (/uL) 1042,85 706,095 0 2,700 150-1350
Plaguetas (x10%/uL) 212 78,827 28 389 200-500

Proteinas totais (g/dL) 8,08 1,387 6,2 11,8 6-8
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APENDICE D

Figura 6 - Apresentacéo clinica do tumor venéreo transmissivel canino em céo fémea.
Massas protuberantes, multilobulares, necro-hemorragicas aderidas em mucosa
vaginal.

Fonte: Elaborado pelo autor. Hospital Veterinario - FMVZ.
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Figura 7 - Apresentacdo clinica do tumor venéreo transmissivel canino em céo

macho. Massas vegetantes, multilobulares, necro-hemorragicas em pénis.

Fonte: Elaborado pelo autor. Hospital Veterinario — FMVZ.
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Figura 8 - Imagem ultrassonografica demonstrando o parénquima esplénico alterado,
com presenca de estrutura heterogénea predominantemente ecogénica com Aareas
cavitarias em permeio, medindo aproximadamente 5,2 x 7,4cm, causando deslocando

capsula e alteracdo do contorno normal do 6rgdo. Ao exame de Doppler colorido,

apresentou evidente vascularizagao.

Fonte: Elaborado pelo autor. Hospital Veterinario — FMVZ.
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APENDICE E

Figura 9 - Citologia aspirativa por agulha fina no diagndstico de tumor venéreo
transmissivel canino. Diferentes tipos citomorfologicos. (A) Fendtipo linfocitoide.
Predominio de oncocitos redondos, com nucleo tendendo a centralizagdo. (B)

Fendtipo plasmocitdide. Predominio de oncocitos ovalados, com ndcleo excéntrico.

Coloracéo pelo Giemsa, 630x.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10 - Tumor venéreo transmissivel canino. Expressdo de critérios de
malignidade. (A) Notar oncocitos maduro (seta preta) e imaturo (seta branca); células
em raquete; célula fantasma; mitose; padréo grosseiro da cromatina; ranhura nuclear
e nucléolo angular. Coloracdo pelo Papanicolau, 600x. (B) Célula binucleada (seta

preta); anisocitose; hipercromasia. Coloragéo pelo Giemsa, 630x.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENCICE F

Figura 11 - Cariotipo de célula em cultura primaria de TVTC. (A) Contagem de 72
cromossomos. (B) Contagem de 54 cromossomos. Numeros inferiores a 78 das

células somatica do céo.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE G

Figura 12 - Tumor venéreo transmissivel canino. Fase de progressdo tumoral. (A)
Alta celularidade arranjada em corddes imersa em delicado estroma, 200x. (B) Onco-
citos volumosos de citoplasma amplo e claro, 400x. Coloragéo pelo H.E.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13 - Tumor venéreo transmissivel canino. (A) Fase de regressdo inicial. Pre-
senca de infiltrado inflamatorio e moderado estroma. (B) Fase de regresséo final.
Colapso do parénquima tumoral devido intensa proliferacéo de tecido estromal. Colo-

racao pelo H.E, 200x.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE H

Figura 14 - Baixa expressdo de moléculas MHC classe I e Il na progresséo do TVTC.
(A) MHC classe I, sistema de deteccdo Novolink™, Cromégeno Diaminobenzidina
33 (DAB), contracoloracdo Hematoxilina de Meyer, 400x. (B) MHC classe II,
sistema de deteccdo Envision™, Cromégeno Diaminobenzidina 33 (DAB),
contracoloracdo Hematoxilina de Meyer, 400x.

RS

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 - Elevada expressdo de moléculas MHC classe | e Il na regressdo do
TVTC. (A) MHC classe |, sistema de deteccdo Novolink™, Cromégeno
Diaminobenzidina 33 (DAB), Contracoloracio Hematoxilina de Meyer, 400x. (B)

MHC classe II, sistema de deteccdo Envision™, Cromégeno Diaminobenzidina 33

(DAB), Contracoloragdo Hematoxilina de Meyer, 400x.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE |

Tabela 7 - Valores percentuais da analise de citometria de fluxo para as células
mononucleares em amostras de sangue e de tumor referentes as diferentes fases
clinicas do TVTC.

Sangue
Fase do tumor CD3 CD4 CD8 Mondcito CD79 NK
Progresséo 69,5+23,4 53+9,8 16,5+15 48,5132 20£19,9 8+6,6
Regresséo 64,3+25,7 50+4 29,4+6,4° 56,6+21° 2721 2,1+1
Tumor
Fase do tumor CD3 CD4 CD8 Macro6fago CD79 NK
Progresséo 32+21,7 54,9422 4 11+14 29,6+32,5 16,6+14,1° 648,1
Regresséo 29+16,9 63+10,7° 15,1+9,6*°  54,4458,6° 5,7£6,1 9+8,2°

%(>0,05) diferenca bioldgica °(<0,05) diferenca significativa

Tabela 8 - Valores percentuais da anélise de citometria de fluxo para as células
mononucleares em amostras de sangue e de tumor referentes aos diferentes subtipos
citoldgicos do TVTC.

Sangue

Subtipo

o CD3 CD4 CD8 Mondcito CD79 NK
citoldgico

Linfocitoide 77,3£14,3 45+9,3 18,1+221 34,7£21,9 14,9+125  10,69,7
Plasmocitoide 66,3+26,1 53,3+6,1 17,3£14,3 53+35,9 15,4+15,3 6,3+3,6

Misto 63+£27,8 60+5,6" 17,946,3 62,1+37,6  31,1+26,1*  7,1+4,3
Tumor
Subtipo CcD3 CD4 CD8  Macrofago  CD79 NK
citoldgico

Linfocitoide 41,4421,3  54,9+20,2  151+177 19,1+28 14,2+11,2 6,319,1
Plasmocitoide 21,9153  53,7¥246 11,9+¥154 36,2344 16+20,7 4,3+5,3
Misto 31,2+23,1 58,3+23 9,8+6,9 41,7+40,8 16,4+10,7  8,8+9,5%

%(>0,05) diferenca bioldgica °(<0,05) diferenca significativa
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Tabela 9 - Valores percentuais da anélise de citometria de fluxo para as células
mononucleares em amostras de sangue e de tumor referentes ao sexo dos cdes com
TVTC.

Sangue

Sexo CD3 CD4 CD8 Mondcito CD79 NK
Fémea 78,8+14,1° 55,9+8,6 24,7412,2° 47,5%34,6 29,1+25,3% 5,5+3,9

Macho 63,9425,2 51,6+ 9,5 13,3+14,3 50,7432 14,9+12,8 8,547,9"
Tumor

Sexo CD3 CD4 CD8 Macrdfago CD79 NK

Fémea 36+19,9% 65,5+11,2° 8,2+7,9 43,2+39% 20,3+18,8° 9,7+£10,1

Macho 28,7£22,1 47,74+24.8 15,6+16,4 23,11+28,2 11,56+6,3 4,7£5,4

%(>0,05) diferenca bioldgica °(<0,05) diferenca significativa

Tabela 10 - Valores percentuais da analise de citometria de fluxo para as células
mononucleares em amostras de sangue e de tumor referentes a raca dos cdes com
TVTC.

Sangue
Raca CD3 CD4 CcD8 Mondcito CD79* NK
Comraga  81,1%175°  61,3+6,2" 23,745 48,9+45,4 49+21,1 5,6+5,4

Sem raga 66,8+23,6 51,249,1 16,8+15,8 49,6+£32,3 17+16,6 8,6+6,9

Tumor

Raga CD3 CD4 CD8 Macréfago CD79 NK
Comraga 34,7+29,4 74,148 4° 8,545,1 47,4+46,8 12,2+7,8 8,3+£9,3
Sem raca 31,5+20,3 52,5+21,5 12,9+14,5 29,4+32,9 16,1+14,7 6,3+8,1

%(>0,05) diferenca bioldgica °(<0,05) diferenca significativa
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Tabela 11 - Valores percentuais da andlise de citometria de fluxo para as células

mononucleares em amostras de sangue e de tumor referentes a idade dos cdes com

TVTC.
Sangue
Idade CDh3 CD4 CD8 Mondcito CD79 NK
Jovem 70,2122 55+8,7 16,9+14,1 42,5+24,3 27,6+21,6° 7+4,2
Adulto 70,8+26,7 51,619,5 14,7144 48,9+36,3 16,75+20,1 7,945
Idoso 60+14,9 51,1+13,3 30,3+16,9° 60,9+37,2 21,4+17,7  11,75+14,9
Tumor
Idade CD3 CD4 CD8 Macrdfago CD79 NK
Jovem 31,4+14,4 63,6+10,8 6,5+4,7 38,7+37,2 27,8+17° 6,4+9,9
Adulto 27,2+21,6 53,5+27,6 10,6£12,3 26,1+31,2 8,7t4,8 7,6£7,9
Idoso 49,2+29,6° 44,7+12.8 31,7+16,5° 37+48,8 9,5+£3,8 3,32

Jovem (>2anos), Adulto (2-7anos), Idoso (>7anos)

% >0,05) diferenca bioldgica °(<0,05) diferenca significativa

Tabela 12 - Valores percentuais da analise de citometria de fluxo para as células

mononucleares em amostras de sangue e de tumor referentes a resposta ao tratamento

quimioterapico dos cdes com TVTC.

Sangue
Tratamento CD3 CD4 CD8 Mondcito CD79 NK
RC 64+21 51,2+7,2 28+9,2 66,6+24,4° 15,949 7+3,9
RP 60+19,8 54459 15,9+10,8 56+27,7 17,1+12.3 6,7£3,2
R 86,6+10° 60,5+3,3° 11,3£9,4 16+1 35428 11+6
Tumor
Tratamento CD3 CD4 CD8 Macrofago CD79 NK
RC 26x15 56+23,4 9,8+7,1 48+33° 8+5,4 9,646
RP 2424111 59,5+13 9+6,1 36+32 19+11 .4 3,2£2,7
R 53,6%+13,5° 70,8+4,6° 10+3,5 3,4+0,3 12,9+1 4 1,51

%(>0,05) diferenca bioldgica °(<0,05) diferenca significativa
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Tabela 13 - Valores percentuais da analise de citometria de fluxo para as células

mononucleares comparadando os resultados obtidos em amostras de sangue e de

tumor.
Analise CcD3 CD4 CD8  Macréfago CcD79 NK
comparativa
Sangue 69188  52,7+75 18412°  495+204°  207+158  81+46°
Tumor 324157  56+165 12399 32,1429  155:97 6,56

*(>0,05) diferenca bioldgica °(<0,05) diferenca significativa



