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Diagndstico molecular do tumor venéreo transmissivel
canino (TVT) por meio da reacdo de polimerizagdo em
cadeia (PCR). A eletroforese em gel de agarose 1% corado
com 0,3ug/mL de brometo de etideo ilustra o perfil
caracteristico do DNA genbmico no TVT relativo ao
rearranjo LINE1/C-MYC. A coluna M representa o marcador
de massa molecular Gene Ruler 1kb Plus. As colunas de
um a 19 demonstram o produto da amplificagao a partir do
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RESUMO

O conceito atual sobre carcinogénese refere que células normais se transformam
em tumorais por mutacdes que modificam proto-oncogenes transformando-os em
oncogenes, inibem genes supressores tumorais ou que disparam instabilidades
genéticas. No entanto, estudos sugerem que alguns tipos neoplasicos podem se
comportar como agentes infecciosos e ser transmitidos de um hospedeiro a outro, a
exemplo do que ocorre com o tumor venéreo transmissivel canino (TVT). A
histogénese do TVT néo é totalmente conhecida, pois 0s estudos séo controversos
e nao trazem resultados elucidativos quanto a linhagem celular que caracterizou a
neoplasia. Entretanto, as pesquisas continuam com o0 objetivo de elucidar essa
guestao e identificar o ancestral genético do TVT. Recentemente, uma classificacao
citomorfolégica foi proposta para o TVT, incluindo os tipos plasmocitoide, linfocitoide
e misto. Apesar disso, muitas caracteristicas de desenvolvimento e comportamento
dessa neoplasia transmissivel dos caes ainda sao pouco entendidas. Nesse sentido,
foram avaliados os diferentes padrbes morfolégicos do tumor, 0s aspectos
macroscopicos, os critérios de malignidade, a identificacdo molecular da neoplasia,
por meio da inser¢do do elemento LINE-1 no gene C-MYC, a expressao
imunoistoquimica das proteinas C-MYC, p53, p21 e p27, e a relacdo entre as
proteinas C-MYC, p53, p21 e p27, o bloqueio do ciclo celular e a apoptose das
células tumorais. Os resultados indicam que o exame citopatolégico permite melhor
caracterizacao dos padrdes citomorfologicos e critérios de malignidade do TVT em
relacdo ao exame histopatologico, sendo possivel identificar os tipos plasmocitoide,
linfocitoide e misto. Constatou-se ainda que o TVT apresenta particularidades
morfolégicas que podem interferir no comportamento tumoral e na resposta a
guimioterapia, especialmente aquelas relacionadas a maior agressividade e que
foram observadas no TVT plasmocitoide, tipo citomorfolégico mais comum da
neoplasia. A identificagdo do rearranjo molecular LINE1/C-MYC caracteriza
alteracdo molecular especifica do TVT e pode ser utilizada como método diagnostico
complementar da neoplasia, principalmente em tumores indiferenciados. A andlise
imunoistoquimica e a relacédo entre C-MYC, p53, p21 e p27 indicam anormalidades
funcionais nessas proteinas, interferindo nos eventos biolégicos de controle do ciclo
celular e da apoptose, podendo, dessa forma, contribuir nos processos de
crescimento e progressao do TVT.

Palavras-chave: aloenxerto, apoptose, caes, ciclo celular, citologia, neoplasia,
reacdo em cadeia da polimerase.



ABSTRACT

The present concept about carcinogenesis is that normal cells are transformed into
tumor by mutations that activate oncogenes, inhibit tumor suppressor genes or
trigger genetic instability. However, studies suggest that some neoplastic types can
behave like infectious agents and be transmitted from one host to another, similar to
what occurs with the canine transmissible venereal tumor (TVT). The TVT
histogenesis is not fully known, because the studies are controversial and do not
bring about the results elucidating cell line that characterized the neoplasm.
However, research continues in order to elucidate this question and identify the
ancestral genetic TVT. Recently, a cytomorphological classification was proposed for
the TVT, including plasmacytoid types, linfocitoide and mixed. Nevertheless, many
features of the development and behavior of this dogs transmissible neoplasm are
still poorly understood. Accordingly, we evaluated the different morphological
patterns of the tumor, the macroscopic aspects, the criteria of malignancy, the
molecular identification of the tumor, by inserting the element LINE-1 in the C-MYC
gene, the immunohistochemical expression of the C-MYC, p53, p21 and p27, and
the relationship between the proteins C-MYC, p53, p21 and p27, the block of the cell
cycle and apoptosis of tumor cells. The results indicate that the cytological
examination allows better characterization of patterns and cytomorphologic criteria of
malignancy of TVT compared to histological examination, which can identify the
types plasmacytoid, linfocitoide and mixed. It was further observed that the TVT
presents morphological peculiarities that may interfere with tumor behavior and
response to chemotherapy, especially those related to more aggressive and have
been observed in plasmacytoid TVT, cytomorphological most common type of this
tumor. The identification of molecular rearrangement LINE-1/C-MYC features specific
molecular changes for TVT that may be introduced as supplementary diagnostic
method of cancer, especially in highly undifferentiated tumors. Immunohistochemical
analysis and the relationship between C-MYC, p53, p21 and p27 revealed functional
abnormalities in these proteins, interfering with biological events in cell cycle control
and apoptosis, and may thus contribute to the genesis and neoplastic progression.

Keywords: allograft, apoptosis, cell cycle, cytology, dogs, neoplasm, polymerase
chain reaction.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1 INTRODUGCAO

O tumor venéreo transmissivel canino (TVT) € uma neoplasia de células
redondas, localizada primariamente na genitalia de caes e cuja histogénese ainda &
tema controverso. Atualmente uma classificagcdo do TVT tem sido proposta, com
base nas caracteristicas citomorfoldégicas da neoplasia, sendo reconhecidos os tipos
linfocitoide, plasmocitoide e misto (FLOREZ et al., 2012).

Caracteristicas marcantes do TVT sao a facil transplantacdo e o
crescimento rapido, que proporcionam oportunidade de estudos envolvendo
marcadores de proliferacé@o celular e a cinética tumoral. A regressao espontdnea em
alguns casos também abre perspectiva para o estudo da morte celular por apoptose
e da interacdo entre a imunidade do hospedeiro e o0 crescimento tumoral.
Adicionalmente, algumas similaridades tém sido apontadas entre o TVT canino e o
sarcoma de Kaposi humano no que se refere ao modo de transmissao,
estabelecendo o TVT como modelo experimental para o estudo do sarcoma humano
(MURCHISON, 2009; STOCKMAN et al., 2011).

O conhecimento dos aspectos epidemiologicos, sinais clinicos,
macroscopicos e microscoépicos, critérios de malignidade e origem citogenética,
assim como a compreensao do comportamento bioldgico, da imunologia tumoral e
das bases moleculares envolvidas no processo neoplasico, ou seja, dos
biomecanismos desencadeados por genes reguladores do crescimento, reparo e
morte celular, constituem elementos chave para a compreensdo das alteracdes
envolvidas na génese neoplasica (PASSAGLIA & ZAHA, 2003).

Nesse contexto, o TVT desperta a atencao de pesquisadores do mundo
todo, os quais tem buscado elucidar a histogénese da neoplasia, bem como
identificar possiveis particularidades relacionadas aos diferentes padrbes
morfolégicos que possam justificar predisposicdo a malignidade, resisténcia a
terapia e prognéstico desfavoravel. Dessa forma, a presente pesquisa teve por
objetivo principal estudar o TVT canino a luz dos diferentes padrdes citomorfol6gicos

da neoplasia. Para isso, seguiram-se 0s objetivos especificos:



1 Auvaliar os padrdes citomorfologicos e os principais critérios de malignidade do
TVT, utilizando a classificagdo morfoldégica, aos exames citopatoldgico e
histopatoldgico, e relacionar essas caracteristicas a evolucao clinica e a

resposta a quimioterapia com sulfato de vincristina,

2 ldentificar a insercdo do elemento LINE-1 no gene C-MYC, verificar a
imunorreatividade das proteinas C-MYC, p53, p21 e p27, e avaliar quanto a
possivel interferéncia das proteinas C-MYC e p53 nos mecanismos de
bloqueio do ciclo celular e apoptose das células neoplasicas, a partir dos

diferentes padrdes citomorfolégicos do TVT canino.



2 TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL CANINO (TVT)

2.1 Historico, epidemiologia e citogénese do TVT

No conceito atual sobre carcinogénese, os tumores originam-se a partir
de uma série de mutacdes genéticas, sejam estas relacionadas a ativacdo dos
oncogenes, a inibicAo dos genes supressores tumorais ou a ocorréncia de
instabilidades genéticas que se acumulam em um determinado tecido (DINGLI &
NOWAK, 2006; LOBO, 2008). No entanto, alguns tipos neoplasicos fogem a essa
regra e podem se comportar como agentes infecciosos, ndo requerendo a
transformacdo das células do hospedeiro, a exemplo do que ocorre com o TVT
canino, que possui importancia na rotina clinica veterinaria e € alvo de estudos de
muitos pesquisadores (MURGIA et al., 2006; PEARSE & SWIFT, 2006).

Héa referéncia sobre outro tipo neoplasico transmissivel que acomete a
face de marsupiais carnivoros conhecidos popularmente como demobnio da
Tasmania (Sarcophilus harrisii) (OWEN & PEMBERTON, 2006; UJVARI et al.,
2013). No entanto, o TVT apresenta distinto mérito cientifico por ser o primeiro tumor
transmissivel experimentalmente descrito na histéria. Essa descoberta excéntrica
despertou amplo interesse dos pesquisadores em todo o mundo e tornou-se novo
ponto de partida para o estudo da oncologia (MURGIA et al., 2006).

O TVT, inicialmente chamado sarcoma ou tumor de Sticker, linfossarcoma
infeccioso, granuloma venéreo, condiloma canino e tumor de células reticulares,
pertence ao grupo das neoplasias de células redondas e sua histogénese ainda &
tema controverso (DALECK et al., 2009; STOCKMANN et al., 2011). Considerado
um aloenxerto de ocorréncia natural, sua linhagem de células cancerigenas é
transmitida a caes (Canis familiaris) e, ocasionalmente, a outros canideos
susceptiveis, pela transplantacéo de células tumorais viaveis (DAS & DAS, 2000).

A neoplasia acomete primariamente a genitalia externa de caes
susceptiveis, a partir da transferéncia das células cancerigenas por ocasido do coito.
Embora diagnosticado com maior frequéncia nos 6rgdos genitais, ha relatos de
localizacdo extragenital primaria na pele, glandula mamaria, cavidade oral, olho,
focinho, tecido subcutaneo e membros (PARK et al., 2006; AMARAL et al., 2012).



O TVT foi caracterizado pelo pesquisador NOVINSKY (1876), ha mais de
130 anos, quando conseguiu promover o transplante das células tumorais de um
cao portador, por meio do contato direto do tecido neoplasico com a mucosa genital
de um céo saudavel. Em seguida, o pesquisador Anton Sticker (1906) descreveu o
tumor detalhadamente, definindo-o como neoplasia transmissivel de localizagédo
genital predominante. Em homenagem a contribuicdo desse pesquisador, o TVT
passou a ser referenciado como sarcoma de Sticker (MURCHISON, 2009;
STOCKMANN et al., 2011). A partir dessa época, inUmeras pesquisas tém sido
realizadas com o intuito de melhor explicar os mecanismos envolvidos no
comportamento do TVT como um aloenxerto de ocorréncia natural (COHEN, 1985;
DASS et al., 1986; LIAO et al., 2003; DINGLI & NOWAK, 2006).

REBBECK et al. (2009) investigaram o ancestral genético do TVT e
concluiram que a neoplasia provavelmente tenha se originado a partir de alteragcfes
clonais em um uanico lobo (Canis lupus), que viveu entre 7.800 e 78.000 anos atras,
sendo transmitida posteriormente a caes. No entanto, para MURCHISON (2009),
apesar dos grandes avancos e descobertas, muitas caracteristicas acerca dessa
neoplasia transmissivel ainda sédo pouco compreendidas.

O TVT apresenta distribuicdo mundial, mas € comum em regifes tropicais
e subtropicais, de clima temperado (LIAO et al., 2003; SANTOS et al.,, 2005).
Considerando essa caracteristica, HAYES et al. (1983) encontraram correlacao
positiva entre a prevaléncia do TVT e a temperatura média anual, ao passo que em
relacdo a latitude a correlagéo foi negativa.

Ainda que a incidéncia do TVT ndo seja estimada em muitos paises, a
presenca desse tipo tumoral ja foi relatada nos cinco continentes. No Brasil, a
neoplasia &€ endémica e considerada a terceira mais diagnosticada em cées
(ERUNAL-MARAL et al., 2000). Em estudo retrospectivo realizado no Hospital
Veterinario da Universidade Federal do Parana, DE NARDI et al.(2002) ao avaliarem
333 caes portadores de neoplasias, verificaram prevaléncia de 45,64%, 11,7% e
3,3% para neoplasias mamarias, mastocitomas e TVT, respectivamente.

Quanto a predisposicdo ao sexo, a raca ou idade ndo ha padréo
especifico (DALECK et al., 2009). Ainda, embora MURCHISON (2009) tenha
descrito que a biologia reprodutiva dos cées influencia a transmissdo do TVT,

pesquisas demonstraram padréao variavel quanto a ocorréncia nos diferentes sexos.



Nesse sentido, ha estudos que apontam maior ocorréncia nas cadelas (BRANDAO
et al., 2002) enquanto outros referem os machos como o0s mais acometidos
(AMARAL et al., 2004).

Embora a maioria das investigacbes n&o aponte a ocorréncia de
predisposicéo racial, SOUSA et al. (2000) e BRANDAO et al. (2002) descreveram
gue o TVT é comumente diagnosticado em cées sem raca definida (SRD) e
atribuem esse historico a maior quantidade desses cées e a desvalorizacao racial. A
desvalorizagao racial pode ser considerada fator social, visto que, de modo geral, os
animais mesticos estéo inseridos no cenario da comunidade de baixa renda. Assim,
a auséncia de controle reprodutivo, 0 acesso as ruas e 0 abandono séo situacfes
corriqueiras que contribuem para maior nimero de cées errantes mesticos. Em
relacdo a idade, pesquisadores descrevem que o TVT ocorre comumente durante o
periodo de maior atividade reprodutiva dos caes, em média entre dois e cinco anos
de idade (VARASCHIN et al.,, 2001; AMARAL et al.,, 2012). Dessa forma, as
condicbes do meio ambiente, com énfase aos habitos de vida, a convivéncia em
aglomeracdes, a auséncia de controle reprodutivo e a higidez comprometida
interferem na ocorréncia da enfermidade (DAS & DAS, 2000).

N&do hé& relatos acerca da possibilidade de transmissao hereditaria do
TVT. No entanto, BROOKS et al. (2003) descreveram que a heranca do elemento
LINE-1 préxima ao gene C-MYC na linhagem germinativa pode representar
predisposicao ao desenvolvimento do TVT apls exposicdo ao agente oncogénico,
semelhante a insercdo mendeliana do LINE-1 no gene fator IX, que resulta na
expressdo da hemofilia B em cées.

A histogénese do TVT nédo é totalmente conhecida, os estudos séo
controversos e nao trazem resultados elucidativos quanto a linhagem celular que
caracterizou a neoplasia (LIAO et al., 2003; SANTOS et al., 2005; MURGIA et al.,
2006; PARK et al., 2006; MURCHISON, 2009; BELOV, 2011). Nesse cenario,
BLOOM et al. (1951) propuseram inicialmente a classificagdo do TVT como uma
neoplasia indiferenciada de origem reticuloendotelial. Ja no século XXI, MACEWEN
(2001) classificou o TVT como neoplasia indiferenciada de células redondas, com
provavel origem reticuloendotelial. KEGLER et al. (2012) e MARINO et al. (2012)
apontaram para a origem mesenguimal e histocitica, sendo que KEGLER et al.
(2012) encontraram formas amastigotas de Leishmania sp. em células tumorais de



TVT (Figura 1), achado comum em neoplasias histiociticas e que indicaria a
provavel origem histiocitica desse tumor.

Pesquisas com resultados imprecisos deixavam o0s estudiosos intrigados
na busca de uma resposta confiavel e conclusiva quanto a origem do TVT.
Entretanto, a partir das descobertas de NOVINSKY (1876), os estudos indicaram
gue a oncologia estava diante de uma neoplasia completamente atipica, oriunda de
um clone tumoral (MURGIA et al., 2006). Nesse contexto, acredita-se que o primeiro
clone de células tenha se originado de mutac6es induzidas por virus, substancias
quimicas ou radiacdes em células linfo-histiociticas, e se disseminado entre a
espécie canina por meio de implantacdo aldogena (SANTOS et al., 2005).

Estudos citogenéticos que conferem respaldo cientifico a hipotese da
transmissao clonal revelaram que o cari6tipo do TVT ndo equivale ao da espécie
canina, que consiste de 78 cromossomos, sendo 76 autossomos acrocéntricos e um
par sexual metacéntrico. No TVT, o caribtipo apresenta de 57 a 59 cromossomos.
Destes, 15 ou 16 sdo metacéntricos e 42 ou 43 acrocéntricos. Acrescente-se que
essas alteracdes em relacdo ao cariétipo sdo constantes e estaveis nesse tipo
tumoral (SANTOS et al., 2005; REBBECK et al., 2009).

FIGURA 1 - Ocorréncia de formas amastigotas de Leishmania sp. no TVT de localizacdo
genital. A) Amostra citoldgica - células redondas, citoplasma basofilico,
vacuolos intracitoplasmaticos claros e nucleo excéntrico; amastigotas de
Leishmania sp. no citoplasma da célula tumoral (seta). Giemsa, 200x. B)
Hibridizacdo do rRNA de Leishmania sp. apresenta marcagdo escura,
indicando amastigotas no citoplasma de um macrofago marcado para
Mac387 em vermelho (ponta de seta) e também no interior de uma célula
neopldsica negativa para Mac387 (seta). Hibridizacdo in situ e
imunoistogquimica - 200x

Fonte: KEGLER et al. (2012)



Embora o numero de cromossomos encontrado nas células do TVT seja
menor que o das células normais do céo, a quantidade total de DNA e o niumero de
bracos dos cromossomos da célula normal aproximam-se daqueles encontrados nas
células tumorais. Portanto, ha aberracdo notavel no niumero e na morfologia dos
cromossomos do TVT, reforcando o conceito de que as células neoplasicas
sucedem de anormalidades citogenéticas da linhagem celular precursora
(MUKARATIRWA & GRUYS, 2003).

A partir desses achados, MURGIA et al. (2006) e REBBECK et al. (2009)
utilizaram a técnica de genotipagem por microsatélite para confirmar a transmisséo
clonal do TVT. Ambos o0s pesquisadores descobriram que o0 padrdao dos
polimorfismos encontrados em diferentes regides do mundo demonstrava evidéncias
de origem monofilética, sendo esses tumores intimamente relacionados e
geneticamente diferentes das células normais do céo hospedeiro.

Quanto ao rearranjo genémico obtido pela insercdo do elemento LINE-1
no gene C-MYC, atualmente utilizado como ferramenta diagnostica para a
identificacdo molecular do TVT, sugere-se que tal caracteristica tenha se formado na
linhagem germinativa do agente precursor da neoplasia. Em seguida, o rearranjo
teria se multiplicado somaticamente, com posterior disseminacao global (LIAO et al.,
2003; MURCHISON, 2009; SPIN et al., 2010).

Apesar da origem comum do TVT, amostras tumorais de diferentes
regides geograficas podem ser geneticamente subdivididas, sugerindo que novas
selecbes genéticas foram adquiridas ap0s a clonagem da neoplasia original
(VASQUEZ-MOTA et al., 2008).

2.2 TVT experimentalmente transplantado e de ocorréncia natural

A transmissdo do TVT ocorre principalmente durante o ato sexual entre
caes. No entanto, a disseminacdo tumoral também acontece em virtude de habitos
sociais como cheirar, lamber e morder, inerentes a espécie (PEARSE & SWIFT,
2006). A autoinfeccdo por lambedura do tumor genital também deve ser considerada
em cédes portadores de TVT, principalmente em casos em que ha envolvimento
nasal, oral ou conjuntival (AMARAL, 2005; GASPAR, 2005). Ainda, o contagio
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sexual € influenciado pelo tempo de exposicdo da neoplasia ao trato genital
receptor, bem como pela ocorréncia de lesdes provocadas na mucosa genital
durante o coito, 0 que proporciona um ambiente favoravel a implantacdo tumoral
(COHEN, 1985).

Além dos sitios de implantacdo, também se pode compreender o
comportamento do TVT com base no crescimento da neoplasia. Tumores
experimentalmente transplantados apresentam trés fases de evolucao distintas, a
saber: crescimento ou progressado, estabilidade e regressdo (CHU et al., 2001),
sendo suas respectivas caracteristicas descritas no Quadro 1. Alternativamente, o
TVT experimentalmente transplantado pode néo evoluir em consonancia as
referidas as fases. Nessa condicdo, os tumores entram em uma segunda fase de
progressao, cursando com evolugcdo metastética (EPSTEIN & BENNETT, 1974).

Com frequéncia, a regressao tumoral associa-se a presenca de edema,
hemorragia, infiltracdo de linfocitos e plasmécitos. Além desses parametros,
necrose, apoptose e fibrose também foram evidenciados por STEWART et al. (1958)
e SANTOS et al. (2008) no estagio final da regressao. Segundo SANTOS et al.
(2008), apoptose é um achado consistente e representa importante papel na
regressdo do TVT experimentalmente transplantado. Esses pesquisadores
comprovaram ainda que a apoptose depende da ativacdo do gene supressor
tumoral P53. Ja SIDDLE & KAUFMAN (2013) demonstraram que a regressao

tumoral, por vezes, é seguida por imunidade tumoral.

QUADRO 1 - Caracteristicas do TVT canino experimentalmente transplantado de acordo
com as fases evolutivas de progresséao, estabilidade e regressao tumoral

Fases evolutivas do TVT

Caracteristicas

observadas Progresséo Estabilidade Regresséao
Palpavel entre 10-20 dias Aproximadamente 20
g ~ ; Entre duas e 12
Tempo de pés-implantacao, dias, mas pode perdurar X
~ semanas pos-fase de
duracéo permanecendo durante por meses ou se estender o
. - estabilidade tumoral
algumas semanas indefinidamente

Células morrem até o

Crescimento Rapido Lento desaparecimento
completo da neoplasia

% perda celular 50% 80-90% 100%

Fonte: Adaptado de CHU et al. (2001) e MURCHISON (2009)
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De outra parte, o TVT de ocorréncia natural apresenta evolugéo
diferenciada em relacdo aquele experimentalmente induzido (O’NEILL, 2011).
Inicialmente parecem ocorrer as fases de crescimento e estabilidade, mas a
regressao tumoral ndo tem sido bem documentada nesses tumores. Contudo,
algumas pesquisas descrevem que o TVT de ocorréncia natural evolui a regresséo
guando estabelecido em cées imunologicamente responsivos (LIAO et al., 2003;
PARK et al., 2006; MURCHISON, 2009).

Reforcando a ideia de que o TVT de ocorréncia natural tende a néo
evoluir com a fase de regressdo, BRANDAO et al. (2002) referiram que numerosos
estudos clinicos ndo tém registrado a regressdo espontanea do tumor. Ainda,
acredita-se que a presenca cronica da neoplasia seja contraria a teoria da regressao
espontanea do TVT, conforme descrevem BOSCOS et al. (1999).

Metastase consiste em um processo complexo de propagacdo das
células tumorais em diferentes regides do organismo quando a resposta imune do
hospedeiro ndo € suficiente para eliminar o tumor, e pode estar presente no TVT
(MUKARATIRWA & GRUYS, 2003; PEARSE & SWIFT, 2006; STOCKMANN et al.,
2011; SIDDLE & KAUFMAN, 2013). No entanto, é relativamente rara no TVT, com
ocorréncia estimada entre 1,5 e 6% (FERREIRA et al., 2000). Porém, MACEWEN
(2001) referiram percentual metastatico maior, de aproximadamente 17%.

Os cées filhotes e adultos imunossuprimidos sao os principais acometidos
por metastase (MURCHISON, 2009; STOCKMANN et al., 2011). Contudo, além da
disseminacéo para a pele que, de acordo com DALECK et al. (2009), é o principal
sitio de metastase, ha relatos de envolvimento subcutaneo, muscular, esplénico,
hepatico, renal e peritoneal, bem como de linfonodos, lingua e mucosas anal e
perianal (NDIRITU et al., 1977; KROGER et al., 1991; BATAMUZI & BITTEGEKO,
1991; BRANDAO et al., 2002; PARK et al., 2006; AMARAL et al., 2007; BATISTA et
al., 2007; CASTELO-BRANCO et al., 2008).

Em muitos casos pode haver a extensao do tumor vaginal a cérvix e ao
corpo do utero, e também do TVT nasal para os seios maxilares e faringe (AMARAL
et al., 2007). Casos de TVT envolvendo o globo ocular foram relatados por BOSCOS
et al. (1999), RODRIGUES et al. (2001) e AMARAL et al. (2012), e podem ocorrer

por metastase vascular ou implantacdo. Ha referéncia de que o envolvimento da
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camara ocular anterior esteja associado a disseminacdo hematégena e ao
acometimento da iris e do corpo ciliar (DAS & DAS, 2000; SANTOS et al., 2005).
Metastase cerebral, com acometimento do lobo frontal esquerdo foi
relatada por FERREIRA et al. (2000), em um c&o macho de quatro anos. Esses
autores descrevem que, semelhante a anatomia humana, 0S Seios venosos
longitudinais dos caes fornecem caminho para a metastase cerebral a partir de sitios
primarios localizados nas cavidades pélvica e abdominal. Também pode haver
diferengas quanto a ocorréncia de metastase entre machos e fémeas devido a
particularidades na drenagem linfatica da genitélia externa, sendo que, nos machos,
o fluxo é direcionado aos linfonodos inguinais superficiais e lombares e, nas fémeas,
a drenagem segue pelos linfonodos iliacos internos, o que facilitaria o

desenvolvimento de metastases viscerais (ODUYE et al., 1973).

2.3 Imunologia tumoral

O desenvolvimento do TVT é mediado pelo sistema imune. Assim, o
conhecimento das caracteristicas dos antigenos tumorais e a compreensdo dos
mecanismos de resposta imune nos diferentes estagios do TVT sao fundamentais
para o entendimento da imunidade tumoral e para o desenvolvimento e/ou
implementacao de terapia eficaz contra o tumor (LIMA et al., 2012a).

Segundo SWANN & SMITH (2007), o sistema imunoldgico pode impedir 0
crescimento neoplasico, mediado principalmente pela atividade dos linfécitos T e
IFN-y. Os autores ainda relacionaram a resposta imune adaptativa a manutencéo
das neoplasias em fase de repouso, quando o0 organismo estd em condi¢cdes
favoraveis. Portanto, a instalagdo da neoplasia representa seu sucesso sobre o
sistema imune do hospedeiro (STOCKMANN et al., 2011; SIDDLE & KAUFMAN,
2013).

As células neoplasicas podem desenvolver mecanismos intrinsecos para
bloquear a resposta imune por uma supressao ativa, incluindo a fraca ativagéo dos
linfocitos T devido a baixa expressdo de moléculas do complexo principal de

histocompatibilidade (MHC I e Il), a supresséo linfocitaria extrinseca por células T
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regulatérias e a apresentacao insuficiente de peptideos antigénicos (MURGIA et al.,
2006; SIDDLE & KAUFMAN, 2013).

O bloqueio dos efeitos da resposta imune pode ocorrer, alternativamente,
pela selegcdo de variantes neoplasicos ndo imunogénicos, fendmeno conhecido
como imunoestagio ou imunossele¢do da neoplasia (ZOU, 2006; ZITVOGEL et al.,
2008). Assim, esses mecanismos sdo capazes de bloquear tanto a coestimulacdo
guanto a producdo e a resposta aos fatores supressivos, impedindo a atuacao

efetiva do sistema imune no microambiente tumoral (ZOU, 2006).

2.3.1 Bloqueio do sistema imune no TVT por supressao ativa da resposta imune

O TVT experimentalmente transplantado apresenta diferentes eventos
bioldgicos durante as fases de progressado, estabilidade e supressao tumoral, 0s
guais representam a traducao clinica da acdo do sistema imune no microambiente
tumoral (MUKARATIRWA & GRUYS, 2003; PEARSE & SWIFT, 2006;
MURCHISON, 2009; LIMA et al., 2012a).

Considerando a imunobiologia do TVT, ap6s o transplante, as células
neoplasicas em progressdo apresentam-se refratarias ao reconhecimento imune,
sendo esse processo desencadeado por dois mecanismos. Inicialmente as células
produzem o fator de crescimento tumoral B; (TGF-B1), uma citocina que promove a
supresséao das células natural killer (NK) e impede a infiltrac&o linfocitaria (HSIAO et
al.,, 2004). O segundo mecanismo ocorre devido a essa auséncia de linfocitos.
Dessa forma, ndo ha producédo de interleucina-6 (IL-6) e IFN- y, por conseguinte,
nao ha expressdo do complexo principal de histocompatibilidade de MCH | e I
(Figura 2A) (BELOV, 2011). Ainda, LIAO et al. (2003) referiram que a proporcéo de
linfécitos B (LB) é menor durante a progresséo tumoral, e que tal reducdo ocorre em
virtude da apoptose desencadeada por proteinas citotbxicas e substancias
circulantes produzidas pelas células do TVT.

A transicdo da fase de progressdo para a de regressdao do TVT é
marcada por aumento do infiltrado linfocitario e pela inducdo da expressdo do MHC
(SIDDLE & KAUFMAN, 2013). Nesse estagio, os linfécitos T citotdéxicos iniciam,
gradativamente, o processo de povoamento do microambiente tumoral e produzem

a citocina pro-inflamatoéria IL-6. Quando determinado nivel limiar é alcancado, essa
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citocina, em associagcdo ao interferon y (IFN-y), ativa as moléculas do MHC | e II,
tendo inicio a regressao tumoral. Acrescente-se que, in vivo, 0 MHC € induzido por
IL-6 e IL-15 (HSIAO et al., 2004; HSIAO et al., 2008; CHOU et al., 2009; BELOV,
2011).

A regresséao se distingue pelo aumento da proporcdo de células do TVT
gue expressam MHC e do infiltrado linfocitario, associada a presenca de mastocitos,
apoptose, mitose, proliferacdo celular, fibrose e necrose celular (Figura 2B).
MUKARATIRWA et al. (2006) apontaram que esses parametros devem ser
analisados criteriosamente, visto que séo indicadores do estagio evolutivo do TVT.

u TGFpt=—
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