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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 nés 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 diferengca 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 biolégicos
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.
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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¢Bes 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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Revisiio do literatura
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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 o0 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
imunossupressdao (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 regides tropicais e
subtropicais e nos locais que ndo apresentam controle epidemiologico satisfatério de
caes 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 € 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 primaéria, 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
correlacdo 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, pulmé&o, 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 palpacéo, 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 meétodos simples minimamente invasivo e doloroso, de facil
execucdo e baixo custo (GANGULY; DAS; DAS, 2013). Ademais, a CAAF ¢ (til
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 cées 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 biologico 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, € 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
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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 séo 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 eosinéfilos, 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 € 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

qguimioterapica (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 localizacdo 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 satisfatérios 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 metastases, crénicos e que ndo responderam aos
tratamentos com quimioterapicos. Entretanto, a necessidade de equipamento
especializado, méo-de-obra qualificada e o0s 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)
quando 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.
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