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

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

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

transmissivel relacionado ao comportamento biolégico e microambiente tumoral.

RESUMO:

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

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

Abstract:

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

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

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

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

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

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

microambiente (Chung, et al 2016).

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

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

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

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

Na pesquisa de eventos relacionados a carcinogénese comparada, o cdo €
fundamental, por exibir similaridades biologicas, epidemioldgicas, clinicas e bioquimicas
com os humanos e compartilha ambiente e costumes com seus proprietarios. Estudos da
carcinogénese nesta espécie, sem duvidas podem trazer valiosas informacdes para
ambas espécies neste mesmo sentido (Kumaraguruparan, 2006; Casteleyn, 2012; Tae-
min, Kim, 2020)

18


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32680987
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32680987

O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) é considerado um dos mais antigos,
representando o sucesso na evolucao do cancer, bem como uma transicao biolégica
incomum de um organismo multicelular para uma forma parasitaria coespecifica
assexuada. Além disso, ele oferece oportunidades para estudos da carcinogénese.
(Ujvari, B., et al. 2016; Baez-ortega. et al 2019; Baez-ortega. et al 2019; Ramirez, RR. et
al. 2010).

A assinatura biol6gica desse tumor contem biomarcadores que permitem avaliar
susceptibilidade, resisténcia e possivel prognostico. Em alguns casos estabelecer o perfil
de pacientes que podem responder melhor ao tratamento ou mesmo indicar o

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

Pesquisas no TVT poderé trazer compreenséo da evolucdo e do comportamento,
inclusive dos aspectos relacionados as neoplasias metastaticas que se desenvolvem nos
animais e nos humanos (Pearse, 2012, Belov, K. 2012; Hayes, et al 1983, Rechavi, et al.
1991).

2. Reviséo de literatura
2.1 Tumor Venéreo Transmissivel e comportamento.

Trata-se de lesGes que acometem a espécie canina doméstica, predominio entre
dois a cinco anos de idade sexualmente ativos (Fl6rez, 2014; Brandao, 2002; Lima, 2013;
Ganguly B. et al 2016). Apresenta distribuicdo mundial, comum em paises de clima
tropical (Floréz, 2016, Ballestero, et al 2018; Alzate, et al 2019).

Acredita-se que a reducéo da defesa imunolégica desempenha papel fundamental
no processo de transmissao, pode levar a instabilidade genética nas células tumorais e
permitir reprogramacao das células tumorais. (Ke, CH., Tomiyasu, H., Lin, YL. et al 2022;
Castro, 2015).

A implantacdo ocorre por diferentes vias. Entre elas a lambedura e a mais
importante por ser habito que gera contato entre a pele e/ou mucosa lesionadas. Assim,
as células tumorais intactas perdem a capacidade de expressar proteinas de superficie
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classes | e Il, isso induz por

concentrac¢des do fator transformador de crescimento B1 (TGFB-1) (Mascarenhas, M.B.
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2014; Manning, et al 2008; Siddle, H.; Kaufman, J.I.M. 2015; Flérez, 2014; Siddle, H,
2015; Castro, 2015).

Embora, os mecanismos ndo estejam elucidados, acredita-se que a perda da
expressao de MHC sejaregulada epigeneticamente ou por mutacdes estruturais no DNA,
pois ha ampla diversidade genética em regides do seu genoma (Manning et al., 2008;
Siddle, H.; Kaufman, J.I.M. 2015; Murgia, et al. 2006; Rebbeck, et al. 2009; Murchison,
E.P, et al 2014, Decker, et al 2015; Strakova, a. et al. 2016).

Aberracdes cromossémicas especificas, como a presenca da LINE-1 préximo do
oncogene c-myc, mutagcdes no gene TP53, super expressao de diferentes genes: P53 e
BCL-2, BCLX e P21 (Katzir, et al 1985; Choi, Y.K.; Kim, C.J. 2002; Liao, et al. 2003;
Floréz, et al. 2016; Alzate, et al 2019; Ballestero, et al 2020; Decker, et al, 2015).

Murchison et al. (2014) identificaram variantes somaticas semelhantes entre
tumores da Austrélia e Brasil, maior do que qualquer outra ja descrita em neoplasias.
Acredita-se que as variantes tenham surgido durante a transformagao maligna inicial ou
a passagem do tumor antes da separacao geografica (Vazquez-mota, et al 2015; Ganguly
b. et al 2016).

Acredita-se que durante a progressao ha inibicdo da secrec¢éo de IL-6, que impede
o reconhecimento, via células Natural Killer (NK). As células do TVT produzem fator de
crescimento tumoral 1 (TGFB1) a qual inibe a atividade das NKs (Stockmann, et al 2013;
Hisao, et al 2008).

O TGFB1 exibe efeitos regulatérios do sistema imune (Sl), inibicdo da geracédo de
células dendriticas a partir de mondcitos, inibicdo da células NKs, inclusive as Killers
ativadas por linfocinas (LAK), reducéo, tanto da maturacdo como da proliferacédo de
timécitos e células B. Além da diminui¢éo da transcricdo de Bcl-2 (Liao, K. et al 2003).

A caracteristica de producdo de TGF-B1l, pode ser utilizada na destruicdo
especifica de células B, tal como no tratamento de doencas autoimunes e determinadas
neoplasias, tornando o TVT um possivel produtor de citocinas para estas doencgas. (Liao,
K.W, et al 2003).

Do ponto de vista experimental, quando os mecanismos de progressao sao

reconhecidos, inicia-se a fase de regressao tumoral, na qual ha secrecao de IL-6 junto
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ao interferon-y o que permite a infiltracdo de linfocitos (TILs), ativando a expressao de
MHC I e Il (Liao, et al 2003; Chou, et al. 2009; Stockmann, et al 2011).

Enquanto, na fase de regressao ocorre colapso do tecido neoplasico e observa-se
as células apoptéticas. Pérez et al. (1998) relataram que os linfocitos T, macrofagos e
plasmécitos, produtores de anticorpos 1gG, 1gG2 e IgG4, tém participacdo na resposta
imune, o que indica que a modulacdo do crescimento tumoral esta condicionada a ela
(Pérez, J.; Day, M.J.; Mozos, E. 1998; Chiang, et al 2013; Siddle, H.; Kaufman, Jim. 2013;
Mukaratirwa, et al 2009).

Portanto, o TVT pode servir de partida sobre investigagdes de vias relacionadas a
evolugdo biolégica e compreensdo de mecanismos da progressdo, modulacéo
imunoldgica e metastase (Ujvari, et al 2016; Akkoc et al 2017).

Flérez et al. (2017) abordaram a cinética do ciclo celular, taxas de apoptose e
expressdes dos genes MDR-1, TP53, BCL-2 e BAX e sua associagdo com a resposta
terapéutica ao sulfato de vincristina. A pesar disso, ainda é necessario identificar vias de
sinalizacdo e metabolizacao alteradas, além de identificar possiveis genes que possam
explicar a estratégia evolutiva que utiliza o tumor para se estabelecer, manter e progredir
(Flérez, et al 2017).

2.2 Cancer e Imunovigilancia.

Compreende mais de 200 entidades diferentes, produto do processo dinamico e
complexo que se desenvolve em varias etapas: iniciacdo, promocdo, progressao e
manifestacdes clinicas. A etiologia é complexa e depende das interacfes do individuo
com o ambiente e os fendmenos genéticos ou epigenéticos que conferem vantagem
proliferativa e levam a sua expanséao clonal (Xiaomei, 2006; Bode, 2009; Hlatky, 2014;
Vineis, 2014; Chaffer, 2015; Tomasetti, 2015)

Primeira etapa, a de iniciagdo, ocorre a presenca de agentes mutagénicos
iniciadores, que alteram a estrutura do material genético, de forma que a célula iniciada

se torna sujeita a novas alteracoes (Inca, 2011; Hlatky; Hahnfeldt, 2014; Hyndman, 2016).

A segunda, promogé&o, inclui mudancas na dindmica da diviséo celular, causadas

por agentes indutores, expansao e acumulo de alteracdes, que levam a progresséo. Para
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a proxima fase, além do microambiente favoravel e necessaria a evasao da

imunovigilancia (Inca, 2016; Schreiber RDet al 2011).

A progresséao € caracterizada pela instabilidade do genoma, incluindo mudancas
estruturais relacionadas ao metabolismo, alta taxa de proliferacdo, insensibilidade a
sinalizacao inibitéria do crescimento, ativacdo de oncogenes, perda da funcédo de genes
supressores, invasao e capacidade metastatica (Schreiber, RD. et al 2008; Ahlers JD,
Belyakov, IM 2010).

A imunovigilancia, atualmente denominada imunoedicdo, consiste em trés fases

que sao: eliminacao, equilibrio e escape.

Na primeira fase (eliminagédo), ocorre destruicdo das células neoplasicas, neste
caso a vigilancia imunolégica funcionou; também pode persistir, e como consequéncia as
células malignas podem ndo ser completamente eliminadas e continuar para a proxima

fase permitindo o surgimento de variantes pouco imunogénicas (Mittal D. 2014).

Autores argumentam que o sistema imunoldgico contribui com a presséao seletiva
Darwiniana e como resultado, o tumor cresce "esculpido” pelo Sl as custas de variantes
celulares mais adaptadas a agresséao (Schreiber, RD, et al 2011, Rubtsov YP, et al, 2008,
Ahlers JD, 2010).

Durante a fase de equilibrio, coexistem células transformadas imunogénicas e
discretamente imunogénicas e variantes de escape. O estado de equilibrio pode ser
revertido em favor da eliminagao ou progredir para o “escape”, dependendo da fungao
imunologica. Esse equilibrio é area fundamental para investigagdo e compreenséo,
podendo ser alvo terapéutico atraente no manejo da doenca em estagio subclinico
(Rubtsov, et al 2008; Adeegbe, DO. 2013).

2.3 Microambiente tumoral e cancer.
E definido como a complexa rede de células, moléculas, proteinas e citocinas que
compdem a massa tumoral. Inclui, além das células tumorais, leucocitos, células

endoteliais, epiteliais e a matriz extracelular (MEC). E coordenada por sinalizacéo
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molecular (citocinas e quimosinas), que estabelecem resposta inflamatéria crénica

favorecendo a promocéo e progressao (Gujam, et al 2015) (Figura 1).

Microambiente TVT | (

Figura 1. Microambiente tumoral no TVT constituido por vascularizago, células inflamatdrias e fibroblastos. As células
neoplasicas exibem atipias diversas, desde citoplasmaticas até nucleares, inclusive mitose. (Imagem prépria).

A matriz extracelular (MEC) é composta por colagenos, proteoglicanos e
glicoproteinas que conferem propriedades estruturais das células e tecidos. Essas
proteinas, por sua vez, desempenham papel regulador em ampla variedade de
processos. Cada célula mostra o seu perfil de receptores que constituem a interface de

comunicacado com o microambiente (Huxley-jones, J 2009; Gujam, et al 2014).

O microambiente inflamatério crénico em qualquer cancer esta relacionado aos
macrofagos associados a tumores (MATS) e seu estabelecimento depende de citocinas
e fator de crescimento transformante beta (TGFB). Além disso, recrutam células
supressoras, promovem angiogénese, invasao e progressao (Mantovani, A. et al, 2004;
Mantovani, A. et al 2008).
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2.4. E possivel transmitir cancer em humanos?

Os primeiros dados sobre a transmissdo potencial vém de uma série de
experimentos de Chester M. Southam, que s6 podem ser descritos como antiéticos.
Apesar dos grandes cortes de sujeitos, a implantacao subcutanea levou a formacao de
nédulos uma semana apos, sendo que 0os mesmos regrediram em 4 semanas, embora,
quatro pacientes apresentaram recorréncia e um caso apresentou metastases para

linfonodos axilares (Moore, AE. 1957; Southam, CM. 1958; Hornblum, AM. 1997).

Cerca do 0,04% dos Orgdos transplantados e aproximadamente 0,06% das
células-tronco hematopoiéticas transplantadas, desenvolveram cancer (Welsh, JS.
2011). No entanto, De acordo com o ultimo relatério publicado pelo Observatério Global
de Doacdo e Transplantes (GODT) produzido em colaboracdo com a OMS e a
Organizacdo Mundial de Transplantes (OMT), em 2021 foram realizados 144.302

transplantes de 6rgaos sélidos.

Os numeros reais podem ser maiores, considerando que, transplantes de 6rgéaos
também apresentam risco de desenvolver o sarcoma de Kaposi, causada pelo
herpesvirus humano tipo 8 (HHV8) em individuos imunocomprometidos. Encontrou se a
presenca de marcadores especificos do doador, ou seja, identificadores de um tumor
transmissivel, em cinco dos oito sarcomas de Kaposi apos o transplante (Barozzi, P.
2003; Welsh, JS. 2011).

Os receptores de transplante de 6rgados podem desenvolver o sarcoma de Kaposi
por trés vias: a primeira o 6rgéao ja infectado com HHV8 e o ambiente imunossuprimido
do receptor média a disseminacao viral; a segunda, o doador j4 € HHV8 positivo e a
medicacdo imunossupressora necessaria para o transplante permite a reativacdo do

virus; a terceira, o 6rgédo transplantado ja contém células neoplasicas.

A doenca linfoproliferativa poés-transplante (PTLD) é a malignidade mais comum
gue complica o transplante de 6rgaos solidos (TOS). A incidéncia é variavel dependendo
do tipo de aloenxerto, com incidéncia de 1% a 3% em receptores pediatricos de

transplante renal, pacientes com deficiéncia sintomatica de testosterona (SDT) 5% a
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20%, coracdo e pulmao 2% a 10% e figado 1%-5% (Penn, I. 1990; Petrara, MR. et al
2015; Debray, D. et al 2009).

Em geral, PTLD em pacientes com SDT tem apresentacdo bimodal, com PTLD
“inicial" desenvolvendo nos primeiros 2 anos apés o transplante e PTLD "tardia”

desenvolvendo 5 a 10 anos ap0s o transplante (Schober t et al 2013, Abbas F et al 2020).

A maioria dos PTLDs sao “precoces” e relacionados a infecgéo pelo virus Epstein-
Barr (EBV); com mais de 80% dos casos pediatricos no primeiro ano apoés o transplante
durante o periodo mais intenso de imunossupressao de células T. (Dharnidharka, VR. et
al 2001, Kitchlu A, et al 2019)

A PTLD abrange espectro de caracteristicas histopatoldgicas e envolvimento de
orgaos, variando de linfoproliferagcdo benigna e apresentacdo semelhante a
mononucleose infecciosa até processos neoplasicos invasivos, como linfoma de Hodgkin

classico. (Fulchieiro, et al 2022).

Portanto, infeccioso ou ndo, o cancer transmissivel também foi claramente
identificado em humanos, em condi¢gdes especificas, e deve ser considerado um dos

contribuintes para problemas de salide humana.

2.5 Gene supressor de tumores TP53 e P53

E um dos genes mais estudados na genética do cancer, esta mutado em mais de
50% de todos os tipos de cancer humano e codifica a proteina P53, proteina
multifuncional que induz ou inibe as vias apoptoticas centrais, cuja deficiéncia contribui a
instabilidade gendmica, levando ao acumulo de mutacbes e aceleracdo no

desenvolvimento do tumor. (De Leon, et al 2018).

A P53 é ativada quando ha quebras no DNA e induz a producao de proteinas pro-
apoptoticas. Uma dessas proteinas € a BAX, outro membro pré-apoptotico que reside na
membrana externa da mitocondria e promove a morte celular diretamente, como proteina
formadora de canais, e indiretamente, inibindo os reguladores da morte celular

(Jirgensmeier, et al 1998).
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TP53 apresenta a peculiaridade de que algumas mutagcfes atuam de forma
dominante, produzindo a formacédo de tetrdmeros inativos, localizado no humano no
cromossomo 17. O mecanismo de acdo da P53 consiste em um bloqueio transitério da

passagem da fase G1 para a fase S em células com dano no DNA. (Chow, et al 2012).

Foi demonstrado que P53 tem funcdes autbnomas nao celulares afetando outras
células adjacentes, regulando a expressao no estroma tumoral de mdultiplas proteinas
inibidoras de crescimento, levando ao crescimento tumoral in vivo e a metastase, pela
transformacédo de células epiteliais adjacentes em células malignas (E. Roshani, ASL. et
al 2023, Yan Stein et al 2019).

Mutacdes no TP53 estéo entre os eventos mais frequentes em multiplos canceres.
A maioria das mutagdes séao enriquecidas no dominio de ligacdo ao DNA (DBD) e 80%
das mutacdes DBD sdo mutacdes missense em seis codons hotspot, que representam
quase 25% das mutacdes. No entanto, mais de 65% das mutacOes fora dessa regiao
demonstraram ser muta¢cbes sem sentido ou truncadas. (V.J. Bykov et al 2018, M.C.
Kennedy, S.W. Lowe 2022; J.-M. Schvartzman ET AL 2011).

Mutacdes missense especificas de TP53 demonstraram sabotar vias criticas de
sinalizacdo intracelular, promover a sobrevivéncia e o crescimento de células
neoplasicas, aumentar invasividade, migracdo, metastase e desenvolver

guimiorresisténcia (R. Brosh, V. Rotter 2009; E. Roshani ASL et al 2023)

As mutacfes afetam o MAT através de duas estratégias. Primeiro, a transcricdo
de P53 pelo gene mutado promove a secrecao de fatores oncogénicos, que por sua vez
desencadeiam o recrutamento de células inflamatorias de fendtipo imunossupressor. Em
segundo lugar, modula as moléculas de sinalizacao secretadas pelo estroma (Yan stein
et al 2019).

Os hotspot: R175, R282, G245, R213, R273 e R248, sdo mais propensas a levar
a producdo de proteinas ndo funcionais. De acordo com a Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (IARC), as mutacbes R248Q, R248W e R273H estdo entre as
cinco mais frequentes, sendo R248Q a segunda mais frequente (E. Roshani ASL et al
2023).

26



A mudanca de aminoacido na posicao 248 interrompe a ligacdo ao DNA é a quarta
mutacdo de ponto de interrup¢cdo comum em cancer de pulmdo, mama e ovario, bem
como gliomas. (Tang Y, Yao Y, Wei G. 2021; Bullock, A et al. 2000, Joerger, A.C., &
Fersht, A.R 2007).

A metodologia deste estudo concentra-se nas mutacdes R248Q e R248W. No
entanto, o tamanho da sequéncia obtida permite avaliar outros cédons que também

podera apresentar alteracfées, sejam sinGnimos ou nao.

2.5.1. R248Q: Interferéncia com a ativacdo TP53 e falha na parada G1

Dados da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), estabelece
a prevaléncia de R248Q como mutacdo somatica em 847 tumores diferentes
(principalmente mama, colon, cabeca, pescoco e pele, eséfago, gastrico, pulméao, ovario
e prostata). como mutacdo germinativa em Sindrome de Li-Fraumeni (Bullock A.N. et al
2000).

O mutante TP53 amplifica a sinalizagdo do receptor tirosina quinase (RTK),
promove a migracao e proliferacdo celular, através da sinalizac&do de proteinas quinases
(AKT). No entanto, o mecanismo ainda ndo foi elucidado. A ativacdo excessiva da
sinalizacdo AKT pode mediar variedade de processos, incluindo desregulacdo do ciclo

celular, proliferagéo e resisténcia.

Além disso, foi elucidado que AKT ativado fosforila substratos, ou interage com
outros fatores, para sinalizar varios processos celulares. Por exemplo, fosforila 0 gene
homologo doble minuto em camundongo (MDM2) na serina 166 e a 186 para iniciar a
translocacdo nuclear de MDM2, que age para promover a ubiquitinacdo de P53 para
degradacéo, bem como reduz as atividades de transcricdo. (Mayo L.D., & Donner, D.B.
2001, Lee, J.G. et al 2015, Hanel, W. et al 2013; Thompson LR. et al 2020)

2.5.2. R248W: Promove proliferacao, invasao e migracéo de células neoplasicas.
A mutacdo R248W promove o crescimento, migracao, invasao e disseminacgao de

células neoplasicas do célon. As células cancerigenas mutantes também foram
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significativamente resistentes ao 5-alfa fluorouracilo (5-FU) (GAO, et al 2022; Chin, et al
1992; Wang, et al 2015; Zhou, et al 2019).

A capacidade do mutP53 de ligar as proteinas da familia STAT esta correlacionada
com o grau de estabilizacdo. R248W sofre forte estabilizagéo e promove seletivamente a
migracao participando da formacdo de complexos constitutivos com STAT3 fosforilado.
(Heddergott, R. et al 2018; Taussing. M. J. 1989)

O estudo dessas alteragcOes presentes nas células cancerigenas é importante,
tanto pela alteracao na funcdo do gene TP53, quanto pela relevancia clinica que podem
ter quando associadas a resposta de determinada terapia ou prognéstico (Sanchez JJ,
et al. 2003).

2.6 Quimosina 8 (CXCLS8)

As citocinas séo proteinas com ampla variedade de funcdes, incluindo a regulacao
da resposta imune e inflamagédo, bem como a comunicacéo entre as células. Estas se
caracterizam principalmente por serem sollveis em agua e terem efeitos autécrinos,
paracrinos e endocrinos. Tendem a ser efetores em vez de estruturais e interagem com

receptores especificos. (Vilcek, J., & Feldmann, M. 2004)

Podem ser pré-inflamatérias ou anti-inflamatérias, possuem pleiotropismo,
desencadeando multiplos efeitos. S&o redundantes, ou seja, diferentes citocinas podem
produzir o mesmo efeito. Sinérgicas, causando um efeito que é potencializado entre elas.
Além de antagonicas, podendo bloquear outras citocinas. (Vilcek, J., & Feldmann, M.
2004)

CXCLS8, conhecido como fator de ativacao de neutrdéfilos (FAN) e interleucina 8 (IL-
8), foi a primeira citocina identificada originalmente descrita como um quimioatraente de
leucécitos. Produzida principalmente por neutrofilos, macréfagos, células-T, células
epiteliais e células endoteliais. (G. J. Graham, et al 2012; H. M. Farawela, et al 2016; S.
K. Wculek 2015)

Pode produzir diferentes efeitos biolégicos ao se ligar a seus receptores: CXCR1,

CXCR2 e o receptor de antigeno Duffy para citocinas (DARC). O CXCL8 e seus
28



receptores estdo associados ao desenvolvimento de varios tipos de tumores,

especialmente o cancer colorretal e suas metastases hepéaticas.

Além de promover a angiogénese, proliferacdo, invasao, migracéo e sobrevivéncia
de células neoplasicas colorretais (CRC). CXCL8 e seus receptores também sé&o
conhecidos por induzir a transicao epitélio-mesenquimal de células CRC, promovendo a
evasdo da imunovigilancia, assim como aumentando a resisténcia ao anoikis, que
promove a formacé&o de células tumorais circulantes (CTC) e sua colonizacao de 6rgaos
distantes (Slapak, EJ. et al. 2020).

Além de seus receptores, também interage com glicosaminoglicanos (GAGS) e
proteoglicanos (PGs), que permitem a ligagdo a receptores expressos na membrana
leucocitaria, estimulando o extravasamento. Gradientes intersticiais estabelecidos pela

ligacdo de GAG aumentam a quimiotaxia de leucocitos. (Cambier, S. et al 2023)

A neovascularizacdo induzida por CXCLS8, fornece base para a promocédo do
crescimento tumoral e metastase. Atualmente reconhecida como funcao critica. Atua
como um atraente crucial para o recrutamento de macrofagos associados a tumores
(TAM) mediado por hipéxia, promovendo assim a imunossupressdo no microambiente.
(Dong, F. et al 2021; Liu, Q. et al. 2016)

A expressédo de CXCL8 foi detectada em varios tipos de cancer, incluindo tumores
sélidos (cérebro, mama, colo do Utero, célon, gastrico, pulmé&o, melanoma, mesotelioma,
ovario, prostata, rim e tireoide) e malignidades hematolégicas (Xie, K. 2001). Podendo

ser um biomarcador de prognostico desfavoravel. (Ellis, L, et al 1992).

Teijeira A et al demonstraram recentemente que CXCL8 induz a liberacdo das
armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS) que podem envolver e proteger células
tumorais da citotoxicidade ao evitar o contato com linfécitos T CD8+ e NKs. Além de

induzir o fenotipo de Macrofagos M2 (Teijeira, et al 2020; Gujam, FJ. et al 2015).
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Figura 2. Esquema das fun¢8es do IL8. (Imagem prépria)

3. Objetivo
3.1. Objetivo geral

Identificar e quantificar a expressédo de P53, CXCL8 e das mutacdes de TP53 em

tumor venéreo transmissivel canino e sua relacdo com o comportamento biolégico

3.2 Objetivos especificos
1 Identificar e quantificar a expressao de P53 e CXCL8 em tumor venéreo transmissivel

canino

2 ldentificar e comparar a sequéncia de DNA do TP53 do TVT e as espécies Homo

sapiens e Canis lapus familiaris.
3 Analisar a relacao entre as mutacdes e a expressao de P53 em TVT.
4 Estabelecer a relacéo entre P53 e CXCL8 com o comportamento bioldgico de TVT.

5. Identificar e estabelecer se existe relacédo entre as mutacfes e CXCLS.
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4. Material e Métodos
4.1 Comissao de Etica.

O presente estudo foi aprovado pelo CEUA da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia (FMVZ) da UNESP sob o nimero de protocolo: 0117/2022.

4.2 Selecdo das amostras

Amostras pertencentes a 36 (Trinta e seis) cdes atendidos no hospital veterinario
da faculdade de Botucatu e do Hospital Veterinario da Universidade de Caldas, Colémbia;
sem tratamento prévio, predilecdo por raca, sexo ou idade foram utilizadas.

Do total de amostras, 32 foram divididas em duas partes. Uma parte foi fixada e
preservada em blocos de parafina, enquanto a outra foi congelada em tubos Eppendorf

estéreis, livres de nucleases (NF), com RNA latter a -80 graus C°

Os 4 casos faltantes tinham amostras de cultivo primario correspondentes a cada
caso, as quais estavam preservadas por congelamento em nitrogénio liquido, além de ter
tecido parafinado. Nos controles foi incluido material genético de 8 caninos sem

neoplasias.

4.3. Avaliacéo clinica dos pacientes com TVT

O protocolo incluiu informac¢des sobre a histéria clinica dos animais e controle
reprodutivo, tempo de evolucdo do processo neoplésico estimado a partir da data de

inicio da apresentacado dos sinais clinicos até o momento do diagnéstico.

4.3.1. Aplicacédo do estadiamento Tumor-Nédulo-Metastase (TNM)

Os animais tiveram avaliacdo fisica e especifica da lesdo, a qual inclui a
mensuracdo do tumor no ponto de maior didmetro e a avaliacdo dos linfonodos locais
(TNM adaptado ao TVT por Amaral 2005). Em todos os casos houve a classificacado do

tipo tumoral em Linfocitoide, Plasmocitoide ou Misto.
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4.3.2. Avaliagéo clinica e hematologica.

O acompanhamento hematolégico semanal, calculo da relacdo neutroéfilo-linfécito
(NLR) plaqueta linfocito (PLR) e linfécito mondcito (LMR), foi feito como parte da
avaliacdo da resposta a terapia. O valor de referéncia 9,44 para NLR foi estabelecido por

Davies et al. (2017) em linfoma multicéntrico.

4.4 Comportamento bioldégico do TVT

Estabelecidos os grupos conforme as andlises dos subtipos citomorfologicos
estabelecidos por Amaral et al. (2007) o estado de progressao tumoral foi estabelecido
segundo os critérios de Mukaratirwa e Gruys (2003) e de Stockmann et al. (2011). Com
base em estudos similares conduzidos pelo grupo de pesquisadores Flérez et al. (2016),
Duzanski et al. (2017), Ballestero et al., (2018) e Alzate et al. (2019).

Os animais receberam protocolo terapéutico idéntico, isto é, infusdo semanal de
sulfato de vincristina intravenoso na dose de 0.75 mg/m? de superficie corporal
devidamente acompanhados durante o tratamento de quatro semanas. A resposta inclui
trés categorias: completa (RC), quando houve regresséao total do tumor em até quatro
semanas; parcial (RP) quando houve abaixo de 50% de regressao e resistente (R),

guando n&o houver regressao.

4.5 Imunofenotipagem para P53 e CXCLS8.

A técnica de imuno-histoquimica foi utilizada para a identificacéo de P53 anticorpo
monoclonal de camundongo e para CXCL8 policlonal de coelho ambos na diluicdo 1:200.
Os anticorpos foram obtidos de fornecedores que garantiram reatividade na espécie
canina, porém a metodologia definiu a padronizacdo do processo para os tecidos em
estudo. Testados varios tempos de recuperacdo antigénica e bloqueio de ligacbes
inespecificas, bem como diferentes diluicdes de anticorpos (1:50, 1:100, 1:200, 1:300,
1:400).
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Testados diferentes tempos e ciclos de lavagem, diluicdo, filtracdo e contra

coloracao. Permitiu padronizar o processo e reduzir ligacdes inespecificas e de artefatos.

Para identificar e quantificar a expressao foi feito método semiquantitativo em
duplo cego. Para tanto, a contagem das células tumorais marcadas foi feita em 4 campos
homogéneos com a Objetiva 40X, microscépio Opticam, utilizando software Mosaic

V2.4™ contabilizadas 100 células em cada quadrante.

A expressao imuno-histoquimica foi feita de modo semiquantitativo como
mencionado previamente, no qual avaliou se a intensidade da marcacéo, a distribuicdo
da expressao no tecido. A distribuicdo do antigeno foi avaliada a partir dos seguintes
critérios: +1 (somente expressao nas células tumorais), +2 (expressdo nas células

tumorais e epiteliais) e +3 (expressdo nas células tumorais, epiteliais e inflamatorias).

4.6. imuno-histoquimica

Preparo da amostra

Utilizacdo de cortes histoldégicos de 3 micrémetros dispostos em lamina polarizada
(Starfrost). Desparafinacdo por meio de trés banhos de xilol, seguida de hidratacdo em

trés banhos de alcool 100%, seguidos de alcool 90%, 70% e agua deionizada.
Recuperacéao

Realizada em autoclave (Pascal) imersa em tampéao citrato (pH 6.0) durante 40 minutos.
Apés a recuperacdo, as laminas foram resfriadas e lavadas com solucédo TRIS (pH 9.0).
Bloqueio de ligac@es inespecificas e incubacéo de anticorpo primario

A peroxidase enddgena com a solucdo de peroxido de hidrogénio 10% (H202), por 7
minutos. Ligacdes inespecificas em solucao de leite desnatado a 4 graus C° durante 60
minutos. Racdo para cada anticorpo em diluente de IHQ 1:200, durante overnight a 4

graus C°.
Lavagem, revelacdo e contra coloracao

Quatro lavagens com solugéo TRIS. Incubagdo com kit de polimero universal (Nichiran ™)
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por 30 minutos. Apés trés lavagens com solucao TRIX. Logo depois, revelacdo com
solucéo de uso (DAB) por 7 minutos. Por fim, emocéo do excesso de DAB com solucéo
TRIX.

Solucao de hematoxilina de Harris 50%. Apoés lavagem, desidratagcdo e montagem com

laminula e resina histologica (SP15-100, Permount mounting médium).

4.7. Design de primers.

Via banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCIB), trés
sequéncias de TP53 para a espécie Homo sapiens e trés sequéncias do mesmo gene da
espécie Canis lupus familiaris, com o pareamento das sequéncias de DNA realizado

utilizando-se software Geneous prime ™,

Os primers foram projetados com 834 pares de bases (Bp) de forma que o
segmento de interesse estivesse localizado no centro de cada fita. A funcionalidade e
especificidade foram verificadas em software Blast™ (Basic Local Alignment Search

Tool) e Geneous prime™,

4.7.1. Extracdo de DNA gendmico de TVT

A extracdo de DNA foi realizada seguindo as instru¢cdes do kit de purificacéo de
acidos nucleicos MagMAX CORE™. Utilizando fragmentos de 30 mcg do total de 36
espécimes, 32 foram extraidos de tecido congelado e 4 correspondiam a cultivo primario

(2,4 x 10°® Células) dos 4 restantes, os quais ndo dispunham de tecido congelado.

Primeiramente foi feito lavagem com agua livre de nucleases (NF) por 60 s. Foram
introduzidas 5 esferas de zirconia de 3 mm junto com o material genetico no eppendorf e
processadas no equipamento Beader Locus™ em trés ciclos de 90 segundos a 4350 rpm

para macerar e homogeneizar.

Iniciou-se o processo de purificacdo de DNA com kit de purificacdo em eppendorf
de 1,5ml com 10ul de solucdo PK, 20ul de beads magnéticos, 350ul de solugcéo LISE,

350ul de solucdo BINDING e 200ul de material macerado, incubado a 18 graus C° e
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homogeneizados em Vértex antes de posicionar no estante magnético 3 minutos. Foi

retirado entdo o sobrenadante evitando movimentar os beads com a ponteira.

Posteriormente, foram realizadas duas lavagens com as solu¢cées WASH 1™ e
WASH 2™ do kit de purificagdo. Foram colocados 500ul das solucdes de cada lavagem,
usando Vértex até ficar completamente homogéneo e posteriormente posicionar no

estante magnético por 2 minutos e a seguir foi retirado o sobrenadante.

Apb6s do ciclo de lavagem, deixou-se secar 10 minutos em 20 graus C°, para
adicionar 100ul de ELUITION™  desta vez homogeneizados com pipeta, incubados 3
minutos fora da estante magnético e 2 minutos no estante, o ELUITION™ foi removido

sem movimentar os beads para depositar no tubo eppendorf mantido a -80 graus C°.

Finalmente 5ul de material genético purificado adicionados com o MIX (43 Ul de
enzima Gotaq G2, 2 Ul de cada primer). Realizado controle negativo com 5uMol de agua

NF e procedeu-se a termociclagem.

4.7.2. Preparo dos primers

O liofilizado foi centrifugado para garantir que permaneca no fundo do tubo, depois
diluido em Tris EDTA (TE), de acordo com o conteudo do liofilizado até uma concentracao
de 100 uM, formando a solugcdo méae que foi mantida a - 20 graus C° removido 10

micromoles em agua nuclease Free (NF) para formar a solugéo de uso.

4.7.3. Termociclado
O uso do kit Eppendorf PCR convencional, realizou-se desnaturagao inicial de 94
graus por 2 minutos, seguida por 40 séries de ciclos de 1 min a 94, 61 e 72 graus C°,

seguido por um unico ciclo de 72 graus C° por 5 min e ciclo final de 4 graus C°.

4.7.4. Qualidade do DNA
Para se verificar a qualidade do DNA gendmico foi realizada eletroforese em gel

de agarose 0,8% (INVITROGEN), corado com brometo de etideo 0,5 ug / uyL em solugao
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de agarose dissolvida em Tris base 0,04 mmol e 50 mmol de EDTA pH 8,0 (Sambrook et
al., 1989).

As amostras foram misturadas com tampéao de aplicagdo concentrado 6x (azul de
bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25 %, glicerol 50%). A eletroforese foi realizada em
cuba horizontal (GIBCO BRL — HORIZON 58), a 100 Volts por 20 minutos. O DNA foi
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta (ImageQuant LAS 500 de General

Electric™).

4.7.5 Sequenciamento de Sanger

O sequenciamento usou nucleotideos sintéticos (ddNTPs), que ndo possuem o0
grupo-OH no carbono 3' do acucar ribose. Depois de amplificar e purificar o DNA alvo, a
PCR de sequenciamento € iniciada em quatro rea¢des separadas, cada uma com primers

especificos para a regido em teste.

Apoés varias rodadas de extensdao do DNA molde a partir do iniciador ligado, séo
gerados fragmentos de DNA amplificados de diferentes comprimentos. Os fragmentos de
DNA resultantes foram desnaturados pela temperatura e separados por tamanho na
eletroforese. A chamada de base foi feita com a ajuda do software de analise e

alinhamento Geneous Prime ™.,

4.8. Analise estatistica

Foi realizada analise de regressdo utilizando o ajuste de modelos lineares
generalizados, por meio da aplicacdo do procedimento GENMOD no software SAS™
versao 9.3, empregando distribuicio Gama e a funcdo de ligacdo Log. As variaveis

dependentes foram a expressdo da CXCL8, P53 e a presencia de mutacéo no gene TP53

As variaveis independentes consideradas foram o subtipo citomorfolégico, a
resposta ao tratamento, fase clinica, presenca de metastases e tipo de crescimento.
Calculadas as medidas descritivas de média e desvio padrao das variaveis continuas e

as proporcdes para as variaveis categoricas e os intervalos de confianca de 95%.
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As incidéncias entre as variaveis categoricas foram realizadas por meio de testes
gui-quadrado pelo teste exato de Fisher. Para analisar as comparacfes multiplas
utilizados os valores de P ajustados pelo método de Tukey-Kramer (p<0.05). A analise
de correlacéo feita pelo método linear de Spearman, uma vez que a pesquisa tinha dados

continuos e dados categéricos, além de ndo apresentar normalidade.

5. Resultado
5.1 Mutacgbes de P53

A sequéncia do TP53 em ambas espécies apresentaram similaridade em 80% da
sequéncia, além do fato de que o segmento onde se localizam as duas mutacdes sob

investigacdo (R248) apresentou 35/36 aminoacidos idénticos.

A sequéncia de referéncia do TP53 humano tem 19.669 pares de bases (pb) de
comprimento e esta localizada na regido cromossémica 17p13.1. A sequéncia de
referéncia do TVT tem 4.204 pb de comprimento, e esta numa regido cromossémica que
nao foi previamente determinada. A analise da base de dados sugere que TP53 no TVT
esta localizado no cromossomo 13 a mesma que a espécie Canis lupus familiaris.

As sequéncias apresentam regifes com alta similaridade, coincidéncia de 3083

bp. A especificidade dos primers e representada nas Figuras 3,4e 5

Figura 3. Especificidade do Primer, Eletroforese em Gel

6 22 C de Agarose Visualizada mediante transiluminador
6 79 @ ImageQuant LAS 500 da General ElectricTM. A
' i designacdo numérica corresponde a identificacdo da

amostra, sendo a letra C referente ao controle.
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11 12 14 15 16 17 18 19 20 21 C

Figura 4. Especificidade do Primer, Eletroforese em Gel de Agarose Visualizada mediante transiluminador
ImageQuant LAS 500 da General ElectricTM. A designacdo numérica corresponde a identificagdo da amostra, sendo
a letra C referente ao controle.

200 202 260 261 417 418 264 581 074 075 168 325 401 554 648 684 723 732 C

Figura 5. Especificidade do Primer, Eletroforese em Gel de Agarose Visualizada mediante transiluminador
ImageQuant LAS 500 da General ElectricTM. A designacdo numérica corresponde a identificagdo da amostra, sendo
a letra C referente ao controle.
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Figura 6. Exemplar de Sequéncias Adquiridas. Ndo ha evidéncia de mutagBes missense (A). Muta¢des sindnimas
foram detectadas nos cddons 2434, 2439 (B) e 2483 (C), durante a analise minuciosa de sequéncias utilizando o
software Geneious Prime.

Adicionalmente, avaliados os codons 245, 249 e 273, que corresponderam a
mutagcdes nos dominios de unido do DNA na espécie Homo sapiens, verificando que no
TVT, os dominios apresentaram localizacdo diferente 12 cddons atras na sequéncia,
identificando sua localizag&o no TVT: 233, 237 e 261 respectivamente.

A andlise de mutac¢des classificou os tumores segundo sua origem geogréafica em
dois grupos: Grupo A, composto por 18 espécimes da regido andina de Colémbia; Grupo
B, composto por 17 espécimes do interior de Brasil. A pesquisa identificou que ndo ha
significancia em relacdo ao subtipo citomorfolégico, resposta, raca, idade, sexo e

Imunofenotipagem para IL6, IL8, TGF-B1 e P53.

Ao revisar a totalidade das sequéncias, foram identificados polimorfismos em

nucleotideos quando se comparava com as sequéncias de referéncia nos cédons 2434,
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2439 e 2483. A pesquisa encontrou que TVT apresenta mutacdes sinbnimas nas

sequencias do TP53.

A localizacdo do codon de mutagbes sinbnimas foi submetida ao teste exato de
Fisher, e na analise de probabilidade, obteve-se valor de P:<0,0001 para o codon 2434,
indicando que a presenca dessa mutacao ocorreu em 38,89% das amostras do Grupo A

e ndo no Grupo B.

Em relagdo a mutagéo 2439, foi observada em apenas um dos casos do Grupo A,
sendo um Unico caso que apresentou essa mutacdo. No entanto, dado que representa
5,56% do tamanho amostral do grupo, apenas um caso nao permite analise confiavel.
Quanto a mutacao 2483, foi encontrada em propor¢cdes semelhantes, estando presente
em 51,43% das amostras do Grupo A e 48,57% no Grupo B.

5.2. Imunofenotipagem

A pesquisa contou com uma Unica diferenca no tamanho amostral para ambas as
expressodes. O grupo de subtipo Linfocitoide, para a marcacdo de P53, excluiu um Unico

caso devido ao esgotamento do tecido parafinado e a impossibilidade de substituicao.
5.2.1. Expressao P53

A expressao dessa proteina foi baixa: <35% das células tumorais. Obtendo um
total de 36 observacgdes positivas. O subtipo Plasmocitoide apresento 14 casos positivos,
média de células marcadas de 25,64 e mediana de 24,75. O subtipo Misto, média de
35.87, mediana foi de 34,61 contou com 9 casos positivos. O Linfocitoide com 13 casos

positivos, média de 30.63, mediana de 34,50.

A pesquisa encontrou que a expressdo de P53 em TVT ndo ocorreu
exclusivamente a nivel nuclear; também foi observada expressdo dessa proteina no

citoplasma com intensidade variada.
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Figura 8. Imunofenotipagem para P53; observa-se marcagdo no citoplasma
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5.2.2. Expressao CXCLS8.

A CXCL8 apresentou alta expresséo, ultrapassando o 70% das células marcadas.
O subtipo Plasmocitoide, apresentou 14 casos positivos, média 81,00 células expressas,
desvio padrao 15,11. Este subtipo apresenta variacao consideravel, com amplitude entre
49,87 e 95,50. No subtipo misto, foram registradas 9 observa¢des, média 88,75 e desvio
padrédo 9,08, com amplitude entre 66,37 e 95,12. O Linfocitoide, obtivo 14 observagoes,
média 77,67 e desvio padrao 15,31. Este subtipo exibe expresséo diversa de IL8, com
amplitude entre 47,37 e 95,00. (Figura 9, 10)

Figura 9. Imunofenotipagem para CXCLS8 revela alta expressdo com marcagdo citoplasmatica. observa se que células
imunes e estromais (setas vermelhas), assim como células tumorais em mitose (seta branca), ndo apresentam
marcagao.
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Figura 10. Imunofenotipagem para CXCL8 revela alta expresséo com marcagéo citoplasmdtica

6. Discusséo
A diversidade entre as sequéncias do TP53 nas duas espécies poderia implicar

diferenca no papel que a proteina P53 desempenha na regulagéo celular. No entanto, é
importante notar que o TVT é doenca unica que evoluiu ao longo do tempo. Portanto, a
comparacdao das sequéncias ndo pode nos informar sobre a evolu¢cao normal desse gene.

MutacBes nos Hot Spot ndo estdo necessariamente relacionadas a oncogénese e
a sobrevida do tumor. Além disso, essas mutacdes ndo sao as Unicas mutacdes
possiveis. E possivel que existam alteracdes que ndo foram avaliadas no presente estudo
semelhante aos resultados encontrados por Sherborne (2016).

A presenca ou auséncia de uma Unica mutagdo ndo se deve considerar relevante
para determinar a sobrevida do tumor. Uma vez que existem mdltiplos fatores que
contribuem para a oncogénese e progressdao. Também pode haver fatores no
microambiente, como infiltragcdo de células imunoldgicas, angiogénese ou remodelagao
da matriz extracelular.

Nesta pesquisa foi verificada a mutacdo R248 na base de dados ClinVar através

do software ALFA (Projeto de Frequéncia de Alelos), no qual foram analisadas as
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frequéncias alélicas em diversas populacfes. Para a mutagdo no cédon 248 em humanos
saudaveis, observou-se frequéncia de 0,00002 em um total de 54.490 individuos,
traduzindo-se em apenas um individuo portador dessa mutacao.

A hipotese baseou-se em uma possivel mutacdo ndo sinonima nos codons
incluidos como hot spots, relacionada ao comportamento biolégico. No entanto, a
pesquisa encontrou que o0s espécimes de TVT apresentam uma sequéncia de
aminoacidos preservada, mas sim, polimorfismos de nucleotideos foram achados
indicando que a estrutura tridimensional dos dominios de ligacdo ao DNA ndo possui
esse tipo de mutacéo (Shen, X et al 2022)

As mutacgdes sindnimas consistem em alteracédo na sequéncia de nucleotideos que
ndo geram modificacdo na sequéncia de aminoacidos. Contudo, esse polimorfismo pode
ter efeitos na velocidade de traducéo, ligacao a fatores de transcricdo ou na estabilidade
do RNA mensageiro, influenciando a tradugcéo do P53 (Duncan, A. et al 2023)

A frequéncia desse tipo de mutacdo € menor em comparacdo com as mutacdes
nao sindnimas, mas existem estudos que associam as mutacOes sinbnimas a efeitos
funcionais no P53 ou em sua regulacédo genética, descritos por Duncan, A. et al (2023),
Sharp N. (2022) e Shen X. (2022).

Sanchez SA e colaboradores (2009), descreveram dois casos de TVT na América
Central, onde foi identificado um polimorfismo de nucleotideo no cédon 147 que nédo
comprometia a sequéncia de aminoécidos. Em concordancia com esse achado, séo
necessarios estudos mais aprofundados que possibilitem estabelecer subgrupos 43
evolutivos de TVT em diferentes regibes geograficos e verificar se essas mutacdes
modulam comportamentos biolégicos variados.

A descoberta de mutagbes sinbnimas e a diferenca no cédon de acordo com a
origem geografica de TVT sugere que, mesmo tendo a origem compartilhada, apresenta
diferenca evolutiva devido a fatores epigenéticos ou ambientais. A presenca desse tipo
de mutacao poderia explicar a baixa expresséo de P53.

A expressao citoplasmatica de P53 tem sido descrita em varias neoplasias
humanas e estd associada a prognosticos desfavoraveis, menor tempo de sobrevida e
resposta desfavoravel a terapia. O acumulo da proteina no citoplasma tem sido

relacionado a algumas mutacdes do TP53, interacdo com outras proteinas, déficit na
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fosforilacdo e perda de sinais de localizacdo nuclear. No entanto, nesta pesquisa, este
achado nao apresentou evidéncia estatistica relacionada as mutacdes sindnimas
descobertas (Jimbo, N. et al. 2024; Kasuda, K. et al. 2012; Pukkila MJ. et al. 2002).

A expressao da CXCL8 pela imuno-histoquimica observou expresséo nas células
tumorais acima de 70%. A informacéao apresenta concordancia com o relatado por Sanctis
(2024), quem avaliou pela técnica de transcriptdmica e bioinforméatica e relata que CXCL8
se apresenta como um dos genes “upregulated” no soro de animais acometidos pelo TVT.

As diferencas observadas nas variaveis estudadas, ndo revelaram significancia. E
importante destacar que o tamanho relativamente baixa da amostra no grupo de estudo
pode limitar a capacidade de detectar diferencas, ressaltando a necessidade de
interpretar os resultados com cautela, devido as possiveis limitacdes associadas ao
tamanho amostral.

Apesar de esta pesquisa ndo ter encontrado evidéncias que confirmem sua
relacdo de CXCL8 com as variaveis do estudo, a alta expresséo observada, sustenta a
conhecida capacidade de progressao do TVT. Outro aspecto a ser avaliado em futuras
pesquisas é o antagonismo que as citocinas tumorais exercem em relacéo as citocinas
produzidas pelas células imunitarias, resultado que também foi observado por Carmona
et al (2023) para as citocinas IL6 e TGF-B1 numa pesquisa complementaria.

A identificacdo de uma alta expressdo de CXCL8 possui relevancia clinica e
biolégica significativa, uma vez que esta citocina pré-inflamatéria desempenha um papel
crucial na regulacédo do sistema imunolégico e na angiogénese. Sua expressao elevada
sugere a possivel participacdo de processos inflamatérios e angiogénicos no
desenvolvimento e progressao desse tumor canino.

A associacéo entre a expressao elevada de CXCL8 e determinadas caracteristicas
clinicas em TVT pode fornecer insights valiosos para a compreensao da biologia tumoral,
orientando estratégias terapéuticas que visem modular essas vias. Esse achado nao
apenas contribui para o entendimento dos tumores caninos, mas também destaca a
importancia de investigar a funcdo especifica de CXCL8, abrindo perspectivas
promissoras para aplicagcdes médicas no ambito humano.

Revelar a funcédo distintiva de CXCL8 na Netose ndo apenas amplia a

compreensao da biologia dos tumores, mas também destaca seu potencial como alvo
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terapéutico. Explorar mais a fundo essa relacdo ndo apenas promete avangos no
tratamento de Tumores Venéreos Transmissiveis (TVT), mas também abre novas
perspectivas na gestdo de doencas humanas onde CXCL8 e mecanismos como a hetose
e angiogénese desempenham func¢des fundamentais.

Esse conhecimento poderia pavimentar o caminho para o desenvolvimento de
terapias inovadoras que modulem especificamente o CXCL8, oferecendo possibilidades
de tratamento ndo apenas para o TVT, mas também para condicdes médicas humanas
relacionadas a processos inflamatérios e respostas imunolégicas. Além disso, TVT
poderia emergir como valioso modelo experimental, proporcionando uma plataforma
Unica para estudar e desenvolver terapias tanto no ambito veterinario quanto na medicina

humana.

8. Conclusao

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

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

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

As caracteristicas de sinergismo, antagonismo, redundancia e plasticidade de

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

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

Introducd@o. O TVT por sua natureza transmissivel, utiliza mecanismos envolvidos na metastase, seu
comportamento semelhante as neoplasias malignas, capacidade de inicia¢cdo, promog¢ao e progressao é
alvo de pesquisas por diversos autores. A expresséo génica diversa tem sido avaliada e correlacionada
com seu comportamento. Nesta pesquisa, avalia-se as mutacdes nos dominios de Union ao DNA do gene
TP53 relacionada a expressdo de P53 e a expressdo de CXCL8, bem como a interacdo delas no
comportamento bioloégico. Métodos. Analise de mutagbes TP53 via Sequenciamento Sanger. Andlise
Imuno-histoquimica da expressao de P53 e CXCL8. Resultado. A sequéncia do TP53, exclui mutacdes
nao sinbnimas. Mesmo assim o TVT apresento polimorfismo em nucleotideos que sdo aceitos como
mutacgBes sindnimas. A expressédo de CXCL8 ultrapassa 70%. Discusséo. O gene TP53 do TVT apresenta
mutacdes sindnimas. Isso sugere que o0 tumor conseguiu evadir 0s mecanismos de apoptose, gerando
afetacdo na transcricdo da proteina P53. A expressdo de CXCL8 confirma a capacidade de modular as
células imunoldgicas, angiogénese e escape imunoldgico. Conclusdo. O TVT evade mecanismos de
apoptose mediados pela proteina P53 por meio de mutacdes sinbnimas no TP53, além de alto potencial
como modelo para o estudo da inducéo de Netose e evasédo do sistema imunolégico, assim como um 6timo
modelo para avaliar tratamentos de imunoterapia anti-IL8.

Palavras-chave: TVT, Mutacdes, TP53, P53, CXCLS.

Tabelas
Tabela 1. Anticorpos primarios utilizados na pesquisa
Anticorpo Origem Laboratorio Dilucéo
Anti Policlonal ABCAM 1:200
IL8 (ab84995) coelho
P53 Protein Monoclonal Agilient 1:200
(Dako Omnis) Camundongo
DO-7
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Tabela 2. Sequéncias de referéncia

Especie Sequencia

Homo sapiens NM_001407266
NM_001407265
NM_001407262

Canis lupus familiaris KP279764
AF060514
KP279761

Tabela 3. Primer

Oligonucleotideo Sequencia
TP53 P1 FORWARD GGG ACAGCCAAGTCTGTTACTT
TP53 P1 REVERSE TTGTCTTGC TTG CTT ACC TCG

Conflito de Interesses
Os autores declaram que a pesquisa foi conduzida sem a presenca de quaisquer relacdes
comerciais ou financeiras que possam ser interpretadas como um potencial conflito de
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Rascunho Original: Carlos Mario Gonzélez Zambrano. Redacao - Revisdo & Edicao:

Luis Mauricio Montoya Flérez; Noeme Sousa Rocha; Francisco Javier Pedraza Ordofies

Perspectiva

A futura integracdo de novos marcadores por meio de Imunofenotipagem nao
apenas enriquecera a compreensao do TVT, todavia oferecera a visdo completa dos
mecanismos moleculares subjacentes. Permitird exploracdo aprofundada da dindmica
celular, da resposta apoptética e de outros processos cruciais ao desenvolvimento e
progressao do TVT. Entretanto, para fortalecer ainda mais nossas conclusfes e garantir
a robustez dos resultados, é necessario considerar o aumento do numero de amostras.
Essa medida adicional fornecera base solida para generalizacbes e permitira
interpretacao precisa dos resultados. Com a expanséao do conjunto de dados, ndo apenas
aprimorar a validade das observacdes, também aumentara a confiabilidade das
correlagbes identificadas. Em ultima andlise, essa abordagem fortalecera a relevancia
clinica da pesquisa para futuras investigacdes e avan¢os ha compreensao e tratamento
do TVT.
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Anexos

Anexo A. Atestado comissdo de ética para uso de animais

iuter UNWVERSIDADE ESTADUAL PALLISTA P Al fmvz - unesp

LI n es p T (IO DE MESCUITA FILHO® e

Feculdeds de Medicing Valeriniria o Zostecnis
Campus da Batecatu

ATESTADO

Atesto gue o Projelo "Andlises da expressado de P53, CXCLE e das mutagdes de
TP53 no wmor vengreo transmissivel canino, relacionado ao comportamento
bioclogico™ Protocolo CEUA 0M117/2022 | a ser conduzido por CARLOS MARIO
GOMZALEZ ZAMBRANO, responsavelorientador Moeme Souza Rocha, para fins
de pesquisa cientificafensino - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n®
11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio
Animal - CONCEA.

Finalidade PESQUISA CIENTIFICA
Vigéncia do projeto 01/07/2022 a 01/01/2024
MNome Comum [ Espécie / IT
Linhagem
Raga
N° de animals machos 0
N® de animais fémeas 0
N® de animais sexo indefinido 0
Peso médio de animais machos 0
Peso médio de animais fémeas 0
Peso médio de animais sexo 0
indefinido
ldade ano(s) e 0 mes(es) e 0 dia(s).
AMOSTRAS CONSERVADAS EM
Procedéncla PARAFINA E CONGELACAO.

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 08/06/2022

" JULIANY GOMES QUITZAM
Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

Faculdade de Medicira Velenndria e Zoolecrsa
Secdo Téonica Académica
Rua Prof. Or. Walker Mawicio Corréa, sh
UNESP - Campus de Bolucal'5F - Cep 18616-861
(14} IGHO-2975 - pafrisa@imvz.onesp iy - wsfmvzuneso Br
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Anexo B. Padronizacdo da Avaliacao Semiquantitativa

e Condicédo da amostra:
e Boa - Poucos (menos de 3) dobramentos e espacos vazios.
e Regular - Muitos dobramentos (maior que 3) e espagos vazios, porém é
possivel distinguir as células.
e Ruim - Dobramentos e espacos vazios ndo € possivel distinguir as células.
e Contagem das células com expressédo do anticorpo:
e Critério:
m Avaliar 4 campos homogéneos em duplicata com a Obj. 40X. Contar
100 células em cada campo e fazer a média.
e Intensidade da Coloracéo:
e Avaliacdo em Obj. 4X-10X.
e Critérios:
m Dividir o campo em 4 e contar em quantos quadrantes ha marcacao.
m O0/+- (ausente), +1 (fraca), +2 (média/forte e 2/4 do campo), +3
(média/forte e ¥ do campo) e +4 (média/forte e todo campo
e Distribuicdo do Antigeno (dividir em 4 quadrantes):
e Critérios:
m 3+:expressao nas células epiteliais, inflamatdrias e fibroblastos.
m 2+:expressao nas células de TVT e epiteliais.

m 1+ somente expresséo nas células de TVT.
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Anexo C. Termo de parceria

UNIVERSIOADE ESTADUAL PAULISTA Z82s fmvz - unesp

unesp%' JULIO DE MESOUITA FILMD" I\

Faculdade de Medicina Vetennara e Zootecma
Campus de Botlucatu

TERMO DE PARCERIA ENVOLVENDO USO DE ANIMAIS

O Laboratério da patologia veterinaria da universidade de caldas da Coldémbia, vem por meio deste
declarar a parceria no Projeto de Pesquisa intitulado "Analises da expresséao de p53, MMP2, CXCL8
e da mutagdo de TP53 em tumor venéreo transmissivel canino relagdo com o comportamento
biologico”, que sera desenvolvido pelo pesquisador Carlos Mario Gonzalez-Zambrano, sob
orientagao de Noeme Sousa Rocha, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu
- FMVZ - UNESP.

O objetivo com 0 apoio da parceria € aumentar o numero de amostras (n) da pesquisa aprovada
pela comisséo de ética com o numero 117/2022 e acatando as sugestdes da banca da qualificagdo,
a fim de aumentar o impacto da publicagdo da investigagao, que sera realizada a partir de tecido
emblocado e material genético extraido (DNA), armazenado em repositério esclarecendo que nao
havera contato direto com animais vivos.

Ainda, o Médico Veterinario Francisco Javier Pedraza-Ordofez (Professor titular da Universidade
de Caldas), responsavel pelo acompanhamento dos animais na época que foram obtidas as
amostras, certifica que estes cdes foram mantidos sob condi¢des adequadas de ética e bem estar
animal no Biotério da nossa Faculdade.

(Em casos de animais de ONG/ Zoolégico, favor solicitar que o Médico Veterinrio responsavel pelo
local dé ciéncia a realizagdo do projeto, quando este nao for o responsavel pelo termo de parceria).

Estamos cientes de que os resultados desse estudo poderdo ser publicados em eventos e revistas
cientificas da area de interesse dos pesquisadores.

Botucatu, 06/09/2023 \
e \ N
ALY \\{“\‘V W
Pesquisaddr Responsavel pela pafceria
Carlos Mario Gonzalez-Zambrano Prof. Dr. Frantisco Pedraza-Ordofiez

Enderego: Rua Judith da Silva Vieira casa 79 R. E mail: fpedraza@ucaldas.edu.co

Caima '
Telefone: +55(14)997521341 ﬂwwéu,@( "
>~

Email: carlos.gonzalez-zambrano@unesp.br
LOrientador do projeto: Noeme Sousa Rocha

Enderego: Departamento de Patologia FMVZ,

Distrito de Rubiao Jr CEP: 18818-000
E mail: noeme.rocha@unesp.br
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Anexo D. Resumo dos casos

CASO IDADE RESPOSTA A FASE
TVT NOME RACA| SEXO (ANOS) TERAPIA CLINICA
COL16200| GITANA SRD | Feméa | Entre2e8 Completa Progresséo
COL16202 LUNA SRD | Feméa | Entre2e8 Completa Progresséo
COL16260| CANELA2 | SRD | Feméa | Entre2e8 Completa Progresséo
COL16261 LUCAS SRD | Macho Entre 2e 8 Completa Progresséo
COoL16417 COKY SRD | Macho Entre 2e 8 Completa Progresséo
COL16418| CANELA3 | SRD | Feméa Entre 2e 8 Completa Progresséo
COL16264 | MUNECO | SRD | Macho Entre 2e 8 Completa Progresséo
COL16581 YUNI SRD | Feméa Entre 2e 8 Completa Progresséo
COL17074 KIRA SRD | Feméa Entre 2e 8 Completa Progresséo
COL17075 NENA SRD | Feméa Entre 2e 8 Completa Progresséao
COL17168 | MANZANITA| SRD | Feméa Entre 2e 8 Completa Progresséao
COL17325 LULU SRD | Feméa Entre 2e 8 Completa Progresséao
COL17401 | CALLEJERA | SRD | Feméa Entre 2e 8 Completa Progresséo
COL17554 NEGRA SRD | Feméa Entre 2e 8 Completa Progresséo
COL17648 | SEM NOME | SRD | Macho Entre 2e 8 Completa Progresséo
COL17684 MONA SRD | Feméa Entre 2e 8 Completa Progresséao
COL17723 SASHA SRD | Feméa | Entre2e8 Completa Progresséo
COL17732| CASALLO | SRD | Macho Entre2e8 Completa Progresséo
BR206880 TERRA SRD | Feméa Entre 2e 8 Completa Progresséo
BR212125| PITOCO SRD | Macho Entre 2e 8 Completa Progresséo
BR212578 LUNA RD Feméa Entre 2e 8 Completa Progresséo
BR213120 NINA SRD | Feméa | Entre2e8 Parcial Regressao
BR213404 NEGAO SRD | Macho Entre2e 8 Completa Progresséo
BR213339 NINA SRD | Feméa Entre 2e 8 Completa Progresséo
BR214123 KIKO SRD | Macho Entre 2e 8 Completa Progresséao
BR214195 SIMBA SRD | Macho Entre 2e 8 Completa Progresséao
BR217085 BOB SRD | Macho Entre 2e 8 Completa Regresséo
BR215648 | BETHOVEN | SRD | Macho Mayor de 8 Completa Progresséo
BR216136 | MARELO | SRD | Macho Entre 2e 8 Completa Progresséo
BR216631 PIPOCA SRD | Feméa Entre 2e 8 Parcial Progresséo
BR217052 BENZE SRD | Macho Entre 2e 8 Resistente Progresséao
BR217407 | SCOOBY | SRD | Macho Entre 2e 8 Completa Progresséao
BR217405 | TIGRAO SRD | Macho Entre 2e 8 Completa Progresséao
BR217370 BIDU SRD | Macho Mayor de 8 Completa Progresséo
BR217747 | CHATOCA | RD Feméa Entre 2e 8 Resistente Progresséo
BR217784 | CHECHEL | SRD | Macho Mayor de 8 Completa Regresséo
BR218434 DORI RD Feméa | Entre2e8 Parcial Progresséo
BR201601 ZULI SRD | Feméa | Entre2e8 Completa Progressao
BR201602 RUBIA SRD | Feméa | Entre2e8 Completa Progressao
BR201603 SHEYD SRD | Feméa Entre 2e 8 Completa Progresséo
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BR201604 | SEM NOME | SRD | Macho Entre 2e 8 Completa Progresséao
BR201607 | SEM NOME | SRD | Macho Entre 2e 8 Completa Progresséo
BR201605 | SEM NOME | SRD | Feméa Entre 2e 8 Completa Progresséo
BR201606 | SEM NOME | SRD | Macho Entre 2e 8 Completa Progresséo

Anexo E. Atividades realizadas durante o periodo de mestrado

1. Trabalho apresentado no XXXIV Congresso de iniciacao cientificada UNESP

ano 2022: “Comportamento bioldgico do Tumor Venereo transmissivel pelo exame
citopatolégico” por: Fernando Carmona Dinau, Carlos Mario Gonzalez-Zambrani,
Noeme Sousa Rocha, Luis Mauricio Montoya Flérez, Viian Gisel Suares Arias,
Pedro Pol Ximenes e Fernanda Barthelson carvalho de Moura

. Trabalho apresentado no XXXV Congresso de iniciacdo cientifica da UNESP
ano 2023: “Imunoexpressdo de IL6, TGF-B1 e CD8+ sua relagdo com o
comportamento biolégico do Tumor Venéreo Transmissivel canino” Por: Fernando
Carmona Dinau, Carlos Mario Gonzéalez-Zambrano, Rogério Antonio de Oliveira,
Luis Mauricio Montoya Florez, Noeme Sousa rocha

. Artigo em processo de publicacdao: “Utilidade e Repetibilidade dos
Biomarcadores de Inflamacdo em abordagem sistémico e citolégico no
Tumor Venéreo Transmissivel Canino e sua Relacdo com o Comportamento
Biologico” Por: Carlos Gonzalez-Zambrano; Fernando Carmona Dinau; Gabrielle
Cristine da Silva®, est MV; Gabriella Costa Ribeiro?, MV, est MSc; Rogério Antonio
de Oliveira, Estatistico; Mauricio Montoya Florez, Noeme Sousa Rocha

. Artigo em processo de Publicagao: “Understanding Canine Transmissible
Venereal Tumor through its Transcriptional Profile” Por: Paula de Sanctis,
Fernando C. Dinau, Carlos M. Gonzalez-Zambrano, Mauricio Montoya-Flérez,
Jodo P. Araljo, Noeme Sousa R.
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