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RESUMO

O Microambiente Tumoral (TME) é o local em que a neoplasia exerce seus
mecanismos de crescimento e evasao do sistema imune, sendo este
microambiente composto por fatores celulares e extracelulares, que regem
muitas vezes o comportamento neoplasico. As células cancerigenas
possuem capacidade de influenciar estes fatores via diversos mecanismos,
como por exemplo a expressao de citocinas pro-tumorais ou fatores de
crescimento endotelial vascular, que podem auxiliar em processos
metastaticos. Portanto, o entendimento dos mecanismos tumorais que
influenciam o TME sédo de extrema importancia para estabelecer novas
estratégias terapéuticas e previsdes de progndstico, nas mais diversas
neoplasias. O presente trabalho revisa a influéncia que as citocinas
possuem no microambiente tumoral (TME), e consequentemente nos
mecanismos de progressao e regressao tumoral do Tumor Venéreo
Transmissivel (TVT), ja que esta neoplasia possui uma caracteristica unica
de transmissao via implantagdo. Sendo, portanto, um relevante objeto de
estudo no contexto do TME.

Palavras-chave: Oncologia; Microambiente; Tumor Venéreo Transmissivel
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ABSTRACT

The Tumor Microenvironment (TME) is the place where the neoplasm
exerts their mechanisms of growth and immune system evasion. This
microenvironment is composed of cellular and extracellular factors, which
often govern neoplastic behavior. Cancer cells can influence these factors
through various mechanisms, such as the expression of pro-tumor
cytokines or vascular endothelial growth factors, which contribute to
metastatic processes. Therefore, understanding the tumor mechanisms that
affect the TME is extremely important for developing new therapeutic
strategies and predicting prognosis in a wide range of neoplasms. This
study reviews the influence of cytokines on the tumor microenvironment
(TME), and their impact on the mechanisms of tumor progression and
regression in Transmissible Venereal Tumor (TVT), a neoplasm that has a
unique characteristic of transmission via implantation. Therefore, it is a

relevant subject of study in the context of the TME.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

TVT = tumor venéreo transmissivel

TME = microambiente tumoral

MHC = complexo principal de histocompatibilidade
IL-6 = interleucina-6

TGF-B = fator de crescimento transformador beta
TGF-B1 = fator de crescimento transformador beta 1
IFN-y = interferon gama

NK = células natural killer

CTL = linfocitos T citotoxicos

EMT = transdiferenciacao epitelial-mesenquimal
VEGEF = fator de crescimento endotelial vascular
CTGF = fator de crescimento do tecido conjuntivo
GLUT1 = transportador de glicose 1

VHB = virus da hepatite B

HCC = carcinoma hepatocelular

plL-6 = plasmideo IL-6

IL-15 = interleucina-15

fase P = Fase de Progressdo Tumoral

fase R = Fase de Regressdo Tumoral

TILs = linfécitos infiltrantes de tumor



1. INTRODUCAO

O processo de desenvolvimento neoplasico envolve mecanismos de
crescimento e evasdo do sistema imunoldgico. Essas caracteristicas séo
resultado, tanto da agao das células cancerigenas, quanto da influéncia de
fatores externos a neoplasia, como por exemplo: tipos celulares
(fibroblastos, células imunes, complexos de histocompatibilidade e células
endoteliais) e extracelulares (fatores de crescimento, hormdnios, citocinas,
quimiocinas e matriz extracelular), que formam o Microambiente Tumoral
(TME) (HINSHAW & SHEVDE, 2019).

Sendo assim, o TME é o meio no qual a neoplasia se desenvolve,
influenciando a progressao, regressao € os mecanismos de metastase do
tumor, como também a eficacia terapéutica dos quimioterapicos (WU & DA,
2017).

Além disso, as células neoplasicas sdo capazes de liberar sinais
extracelulares como citocinas e fatores de crescimento, que podem
promover a angiogénese tumoral e induzir tolerancia a terapia oncologica
(WANG et al., 2018).

Existem varios componentes do TME que contribuem para essa
deficiéncia na agado dos quimioterapicos, como: pH, oxigénio e glicose
(ALFAROUK et al., 2015). A perda da capacidade das drogas de matar as
células cancerigenas também pode ser devida a falha de agao no local do
tumor, envolvendo o TME (LI & DALTON, 2006).

Portanto, os componentes do TME sao de extrema relevancia para a
avaliagado do progndstico, resultado terapéutico e detecgado dos processos
neoplasicos (ARNETH, 2020). Atualmente, em muitos casos, o alvo
terapéutico na oncologia ndo € somente as células tumorais, mas também
as acgbes que o tumor exerce sobre o Microambiente Tumoral (HUl &
CHEN, 2015).



Como a imunoterapia, que utiliza quimiocinas/citocinas, como IL-6 e
TGF-B, para promover a eficacia antitumoral que em certas situacdes pode
falhar quando somente €& utilizado o tratamento quimioterapico
convencional (DOW, 2020).

O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) €& um modelo muito
interessante para avaliagdo do TME, pois esta neoplasia presente em caes,
€ um dos unicos modelos tumorais transmissiveis, sendo assim, possui
mecanismos de evasdo imunologica e implantagao tecidual extremamente
eficientes, que s&o influenciados pelo microambiente do TVT
(OSTRANDER et al., 2016).

Diante do exposto, esse artigo realizou uma revisao da influéncia que
as citocinas, principalmente IL-6 e TGF-31, presentes no TME do TVT
exercem na progressao e regressao tumoral e os outros fatores envolvidos
nestes processos, que também estdo presentes em outras neoplasias
humanas e veterinarias.

Esta analise fornece uma visdo ampla e diferenciada sobre outros
mecanismos que podem gerar atividades pro-tumorais e antitumorais, além
da acdo das células cancerigenas em si. O objetivo deste estudo é
explorar possiveis alvos terapéuticos que podem ser utilizados no TVT e

extrapolados para outras neoplasias.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1 Comportamento Biolégico Tumoral do TVT

O TVT é uma neoplasia de células redondas contagiosa, que afeta
predominantemente a area da mucosa genital externa de fémeas e machos
(COHEN, 1985). Ocorre em caes de diferentes faixas etarias, porém,

acomete principalmente animais jovens e sexualmente maduros, seja por
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implantagdo de células tumorais viaveis nas membranas mucosas durante
o0 coito, ato de morder, lamber, cocar ou cheirar um animal portador
(GANGULY et al., 2016).

Em relagdo ao seu comportamento biolégico, o TVT em regra exibe
carater benigno, no entanto, pode apresentar em algumas condi¢des
caracteristicas de malignidade, sendo que processos metastaticos ja foram
descritos em 6rgaos extragenitais como: figado, rim, linfonodos, cérebro,
coragao e pele (GANGULY et al., 2016).

Em relagdo a imunobiologia, o TVT exibe padrao de crescimento
previsivel que inclui uma fase de progressao (fase P) e outra de regressao
(fase R).

A fase de progressao (fase P) € marcada pelo crescimento tumoral, no
qual ha mecanismos de evasdao do reconhecimento imunologico e
proliferagao celular, sendo que histologicamente podemos observar alta
celularidade e pouco estroma (FEO, 2016)

Ja na fase de regressdo tumoral (fase R), causada pelo tratamento
quimioterapico, principalmente com Vincristina, ou regressdo espontanea,
podemos observar redugdo no tamanho do tumor e baixa celularidade e
muito tecido stromal ao exame histopatolégico (FEO, 2016).

Tanto as fases P quanto R, sdo influenciadas pelo microambiente
tumoral do TVT, no qual certos mecanismos como expressao de citocinas

e células inflamatdrias, ditam o comportamento biolégico do tumor.

2.2 Fase de Progresséo Tumoral TVT

Apoés implantadas, as células do TVT apresentam mecanismos de
evasao do reconhecimento imune, para iniciar a fase de progressao
tumoral, sendo esta desencadeada por dois mecanismos. As células do
TVT quando implantadas inicialmente produzem o fator de crescimento
tumoral 1 (TGF-B1), citocina que promove a supressao das células natural
killer (NK) e impede a infiltracédo linfocitaria (HSIAO, Ya Wen et al., 2008)
(HSIAO, Ya Wen et al., 2004).



O segundo mecanismo ocorre devido a auséncia destes linfocitos
infiltrantes. Dessa forma, nao ha produgéao de interleucina-6 (IL-6) e IFN-y
e por consequéncia, ndao ha expressdao do complex principal de
histocompatibilidade de MCH | e Il, responsavel pelo reconhecimento
imunolégico (HSIAO, Ya Wen et al., 2008).

Quando o nivel de IL-6 secretado por linfocitos infiltrantes de tumor
(TILs) atinge um limiar, inicia-se sua atividade junto com IFN- y, permitindo
a infiltracao de linfécitos na neoplasia, ativando a expressao do MHC classe
I e Il nas células de TVT, dando inicio a fase R (HSIAO, Ya Wen et al.,
2008).

Portanto a transigdo da fase de progressao para a de regressao do
TVT é marcada por aumento do infiltrado linfocitario e pela inducdo da
expressao do MHC (HSIAO, Ya Wen et al., 2008).

Durante a fase P do TVT, os antigenos MHC de classe | e classe |l
sao raramente expressos, enquanto o fator de crescimento transformador-
beta 1 (TGF-B1) produzido pelas células tumorais é elevado.

Portanto, o TGF-B1 tem um efeito inibitério na expressao de antigenos
MHC de classe | e classe Il via supressdao de interferon gama (IFN-y),
atenuando assim a funcé&o indutiva do IFN-y de genes de MHC (HSIAO, Ya
Wen et al., 2008).

Em relagcéo a outras neoplasias, o fator de crescimento tumoral (TGF-
B) tem um papel central na promog¢ao tumoral e, ainda, paradoxalmente,
também participa na regressao tumoral (CHEN & MISHRA, 2013).

Essa citocina esta frequentemente presente no TME, inicialmente
como um sinal para prevenir a progressao pré-maligna, mas eventualmente
como um fator que as células malignas podem usar em seu proprio
beneficio (JOAN MASSAGUE, 2008).

Os mecanismos mais importantes de progressdo tumoral causados
por TGF-B sao transigao/transdiferenciagao epitelial-mesenquimal (EMT),
evasdo do sistema imunoldgico, promogdo da proliferagdo de células
cancerigenas por modulagdo do microambiente tumoral e controle direto

dos linfocitos T citotoxicos (CTL).



Isto ocorre via inibigdo da expressdo de perforina, granzimas e outros
produtos génicos responsaveis pela citotoxicidade tumoral mediada pelos
CTL, durante a evasdo do sistema imune (CHEN e MISHRA, 2013)
(HSIAO, Ya Wen et al., 2008).

Esses mecanismos resultam em aumento da invasao e migragao de
células tumorais que levam a progresséao do tumor e a disseminagao
metastatica (CHEN & MISHRA, 2013). Sendo assim, a inibicdo da
influéncia do TGF-B em relacdo aos CTL, pode ajudar a restaurar a
imunidade tumoral (THOMAS & MASSAGUE, 2005).

Um estudo medindo a imunoexpressao de TGF-3 em camundongos
mostrou que o aumento na expressao de TGF- tanto nas células tumorais
quanto o microambiente resultou na amplificacdo da angiogénese,
evidenciando, o papel angiogénico dessa citocina, a partir de fatores como
fator de crescimento endothelial vascular (VEGF) e fator de crescimento do
tecido conjuntivo (CTGF) (CHEN & MISHRA, 2013).

Evidéncias clinicas ligam o TGF- a processos metastaticos. No qual
a extensdo da expressao de receptores TPRIl no cancer de mama,
negativo para receptor de estrogénio (ER), esta negativamente associada
com a sobrevida global (CHEN & MISHRA, 2013). Além disso, maior
expressao de TGF-B é observada no cancer de mama metastatico do que
nos tumores primarios.

O TGF-B também possui agdes sobre o metabolismo do TME.
Estudos, evidenciaram que essa citocina €& capaz de modular a
disponibilidade de glicose para a célula tumoral, como também desregular
os processos de glicélise e gliconeogénese (SHI et al., 2022).

Em tumores pancreaticos, o TGF- B induziu uma maior expressao do
transportador de glicose 1 (GLUT1), responsavel pela captagao de glicose
basal, em células neoplasicas. A glicose no contexto neoplasico, € um
nutriente essencial para as células tumorais realizarem suas funcdes e

escaparem o estresse por hipoxia e consequentemente o processo de

apoptose(SHI et al., 2022).



No entanto, nem todos os estudos apontam para essa mesma
diregcdo. Enquanto a estimulacdo de curto prazo com TGF-f aumenta a
formacdo de metastases, a estimulacdo de TGF-B crbénica reduz as
metastases pulmonares (CHEN & MISHRA, 2013).

Foi identificada uma superexpressao do TGF- B em diversos tecidos
cancerigenos e linhas de células tumorais, sendo essa citocina um preditor
de prognostico para carcinomas e sarcomas, como carcinoma
hepatocelular, glioma, carcinoma colorretal, carcinoma de células
escamosas oral, melanoma canino, mastocitoma, céncer de mama e
cancer de célon, entre outros (CHOU et al., 2009) (ZHOU et al., 2020).

O nivel alto de expressdao de TGF-B1 foi correlacionado com piores
resultados clinicos/progndéstico em pacientes com carcinoma hepatocelular
referente ao virus da hepatite B (VHB) (ZHOU et al., 2020), cancer de
mama, carcinoma hepatocelular (HCC) e cancer gastrico (CHEN &
MISHRA, 2013).

Por isso, as estratégias anti-TGF-B estdo sendo desenvolvidas e
testadas em estudos pré-clinicos e até em ensaios clinicos estdo sendo
realizados para tentar reverter as agdes pré tumorais dessa citocina nas
neoplasias, como é o caso do TVT.

Em um estudo foi testado se o TGF-f3 estava envolvido na inibicdo da
expressao do antigeno MHC no microambiente tumoral do TVT. Apds a
incubacdo com o anticorpo especifico anti TGF-3, a expressdo de
antigenos MHC classe | e Il nas células tumorais isoladas de seis cées
diferentes aumentou significativamente em relagéo as células nao tratadas,
evidenciando a importancia da acdo do TGF-$ para a evasao do sistema
imune e nao reconhecimento imunoldgico, via MHC (HSIAO, Ya Wen et al.,
2008).



Portanto, a citocina TGF-B, juntamente com outros fatores do
microambiente tumoral sdo de extrema importancia para o mecanismo de
progressao tumoral do TVT. Sendo assim, o alvo terapéutico dessa citocina

pode ser uma op¢ao para combater a evolugao neoplasica.

2.3 Fase de Regressédo Tumoral TVT

Na fase R, quando a IL-6 secretada pelos TILs atinge concentragdes
adequadas no TME sua atividade associada a IFN- y, permite a infiltracao
de linfécitos na neoplasia. A infiltracdo linfocitaria, denominada de TIL, é
responsavel por estimular a expressdo do MHC classe | e Il nas células de
TVT, gerando o reconhecimento imunoldgico e consequentemente a fase
de regressao tumoral (FEO, 2016).

Sendo assim, acredita-se que a producdo de IL-6 seja critica para
forcar o TVT a entrar na fase de regressao (CHOU et al., 2009), pois além
de aumentar a expressao de MHC, a IL-6 produzida pelo TIL no TVT,
aumenta também a resposta imune do hospedeiro.

Durante a regresséo de TVT, altas concentragdes de IL-6 secretadas
por TlLs bloqueiam a acado de TGF-$1 (HSIAO, Ya Wen et al., 2008).
Além disso, ja foi demonstrado que in vitro, a IL-6 em sinergismo com
interferon- y (IFN-y) pode induzir a expressdo de MHC nas células do
TVT (FEO,2016).

A IL-6 é produzida por varios tipos de células, como mondcitos,
macrofagos, células de Kupffer, queratinécitos, células endoteliais, células
B, células T, fibroblastos e células do endotélio vascular (CHONOV et al.,
2019). Sua producao é estimulada, principalmente, por antigenos que
atuam por meio de receptores localizados nos linfocitos T ou B (FEO,
2016).



A IL-6 é reconhecida como uma linfocina predominante que
determina a sobrevivéncia proliferativa e as caracteristicas efetoras das
células T e B, mas também controla a imunidade adaptativa e inata
(JONES et al., 2018).

Nesse sentido, a IL-6 € caracterizada por sua capacidade de controlar
a sobrevivéncia, proliferacado e diferenciacdo de células e pode direcionar
resultados pré-inflamatérios e antiinflamatorios em infecgao,
autoimunidade e cancer (FERNANDO & GASPAR, 2005).

As fungdes tumorais da IL-6 dependem das fontes ou do tipo de tumor.
Como o TGF-f3, essa citocina pode aumentar o crescimento tumoral ou
auxiliar a imunidade do hospedeiro contra células tumorais e promover o
crescimento do cancer por angiogénese, mediada pelo VEGF, e outros
fatores (HSIAO, Ya Wen et al., 2008).

Com isso, algumas pesquisas tiveram como objetivo elucidar melhor
o papel da IL-6 na terapia clinica do TVT. Um estudo foi conduzido
aplicando o conceito de IL-6 antagonizando o TGF-$1, a um experimento
in vivo. Foi usado o plasmideo IL-6 (plL-6) junto com o plasmideo IL-15
para antagonizar o TGF-B1 e assim ativar a citotoxicidade das células T e
das células NK, nos caes com TVT, demonstrando, que a combinagéo de
plL-6/plL-15 com administragdo intra-tumoral mediada por eletroporacao
regrediu totalmente o tumor com sucesso (CHOU et al., 2009).

Um outro estudo foi demonstrado que o efeito anti-TGF-f1 da IL-6
restaura a capacidade do IFN-y de promover a expressao do antigeno MHC
classe | e Il. O IFN-y sozinho faz pouco na promocgao da expressao do MHC
durante a progressao do tumor (HSIAO, Ya Wen et al., 2008).

No entanto, o tratamento associado do IL-6 com IFN-y (IL-6 / IFN-y)
aumenta acentuadamente a expressdo de antigenos MHC nas células
tumorais do TVT (HSIAO, Ya Wen et al., 2008).

Em conclusdo, o TVT secreta TGF-B1 para inibir a atividade dos
TILs e escapar da imunovigildncia do hospedeiro, permitindo que o

tumor se desenvolva vigorosamente.



Porém com o tempo, os TILs sao capazes de expressar
concentragdes mais altas de IL-6, antagonizando a agdo do TGF-31. Este
mecanismo, no qual os TILs expressam altas concentra¢des de IL-6 para
bloquear a atividade tumoral do TGF-B1, tem aplicagbes potenciais na
imunoterapia do TVT e no cancer (HSIAO, Ya Wen et al., 2004).

A Progressao tumoral . B Regressao tumoral .

1 T6F-B1 T
& TCD8+
lem &

TCD8+

16 TNy => T MHC el

| o) )

| IL-6 e IFN-Y
| Células NK

|MHCIen \) Regressdo tumoral

* Reconhecimento tumoral

Auséncia de reconhecimento tumoral
Crescimento tumoral

Figura 1 - Esquema representativo das fases do tumor venéreo
transmissivel: (A) Progressdo tumoral; evidenciando o papel do TGF-$1
como fator de crescimento neoplasico do CTVT. (B) Regresséo tumoral;
evidenciando agao das citocinas e TILs (linfocitos infiltrantes de tumor) na
inibigdo do crescimento neoplasico e reconhecimento imune das células
cancerigenas, via expressao do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC).

3. CONCLUSAO

O TVT é um étimo objeto de estudo para se entender o microambiente
tumoral, ja que se trata de uma neoplasia transmissivel com mecanismos

de progressao e regressao previsiveis e bem estabelecidos.
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Esta compressdo do TME referente ao TVT pode ser extrapolada
para outras neoplasias. Contudo, mesmo assim, é necessario estudo
individualizado de cada neoplasia, ja que fatores extracelulares e
celulares, podem exercer diferentes efeitos oncogénicos, dependendo do
processo neoplasico.

Portanto, a visdo ampla dos mecanismos extra tumorais que afetam
o0 desenvolvimento neoplasico s&o de extrema relevancia para o
surgimento de novas terapias, envolvendo por exemplo as citocinas IL-6 e

TGF- B, para tratar neoplasias resistentes ao tratamento convencional.
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