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QUANTIFICACAO IMUNOFENOTIPICA DE CELULAS T REGULADORAS

EM CAES ACOMETIDOS POR LINFOMA MULTICENTRICO SUBMETIDOS

AO PROTOCOLO QUIMIOTERAPICO CHOP ASSOCIADO OU NAO A UM
FIROCOXIB

RESUMO - Em Medicina Veterinaria o linfoma é uma neoplasia caracterizada
por proliferagao clonal de linfécitos malignos, sendo uma das mais comuns em
caes. Ha evidéncias que as Tregs inibem a funcdo efetora contra tumores,
resultando em disfuncédo de células T em humanos e caes com cancer. O
aumento da expressao da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) pelas células do
tumor e células inflamatérias locais, estimula o desenvolvimento das Tregs.
Deste modo, o tratamento com inibidores de COX-2, como os anti-inflamatérios
nao esteroidais € mais uma estratégia para a supressado das Tregs. Neste
contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar quantitativamente, por
intermédio da citometria de fluxo, as Tregs em caes com linfoma, submetidos
ao protocolo quimioterapico CHOP, associado ou ndo a um inibidor de COX-2
(Firocoxib). Foram utilizados 12 caes controles (higidos), 12 caes com linfoma
tratados com o protocolo CHOP e 12 caes com linfoma, tratados com o
CHOP+Firocoxib. As Tregs formam avaliadas por citometria de fluxo, no
momento do diagndstico, apds a inducdo da quimioterapia (52 semana) e ao
término do protocolo (202 semana). Os resultados mostraram que os caes com
linfoma apresentaram porcentagens maiores de Tregs (17,08+1,62) quando
comparados ao grupo controle (5,67+1,62) (p<0,0001). Além disso, no grupo
linfoma teve uma diminuicdo das porcentagens de Tregs ao final do protocolo
quimioterapico, nos grupos tratados com o protocolo CHOP tradicional (GT1)
(8,648%1,736) e no grupo tratado com CHOP associado a um firocoxib (GT2)
(5,903£1,126) (p<0,0001). E que entre os grupos, GT1 (20,66+2,487) e GT2
(12,7940,7673), apenas no momento do diagnostico (MO0), foi estatisticamente
diferente (p<0,0114). Conclui-se que caes com linfoma multicéntrico possui um
aumento das Tregs, e durante o protocolo quimioterapico, associado ou nao a
um firocoxib, essas células diminuem significativamente.

Palavras chaves: Treg, canino, linfoma, citometria de fluxo, Foxp3, neoplasia.



IMUNOPHENOTYPIC QUANTIFICATION OF REGULATORY T CELLS IN
DOGS WITH MULTICENTRIC LYMPHOMA SUBMITTED TO CHOP
CHEMOTHERAPY PROTOCOL ASSOCIATED OR NOT TO FIROCOXIB

ABSTRACT - In Veterinary Medicine lymphoma is a neoplasm characterized
by clonal proliferation of malignant lymphocytes, one of the most common in
dogs. There is evidence that Treg inhibit the effector function against tumors,
resulting in T cell dysfunction in humans and dogs with cancer. Increased
expression of cyclooxygenase-2 enzyme (COX-2) by tumor cells and local
inflammatory cells, stimulates the development of Treg. Thus, treatment with
COX-2 inhibitors such as nonsteroidal anti-inflammatory is a further strategy for
the removal of Tregs. In this context, this work aimed to evaluate quantitatively,
through flow cytometry, Tregs in dogs with Ilymphoma undergoing
chemotherapy protocol CHOP, with or without a COX-2 inhibitor (Firocoxib). 12
dogs were used controls (healthy), 12 dogs with lymphoma treated with CHOP
protocol and 12 dogs with lymphoma treated with CHOP + Firocoxib. Tregs
form assessed by flow cytometry at diagnosis after induction chemotherapy
(Week 5) and the protocol termination (20 weeks). The results showed that
dogs with lymphoma had higher percentages of Tregs (17.08 + 1.62) compared
with the control group (5.67 + 1.62) (p <0.0001). Moreover, in the lymphoma
group had a decrease of Treg percentages at the end of chemotherapy
protocol, the groups treated with the traditional CHOP protocol (GT1) (8.648 +
1.736) and in the CHOP arm associated with a firocoxib (GT2) (5,903 + 1.126)
(p <0.0001). And that between the groups, GT1 (20.66 + 2.487), and GT2
(12.79 £ 0.7673) only at the time of diagnosis (M0), was statistically different (p
<0.0114). It was concluded that dogs with multicentric lymphoma has increased
Tregs, and during the chemotherapy protocol, with or without a firocoxib, these
cells decrease significantly.

Keywords: Treg, canine, lymphoma, flow cytometry, Foxp3, neoplasia.
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1. INTRODUCAO

O linfoma é a neoplasia hematopoética que mais comumente afeta os
caes. E frequentemente proposta como modelo experimental para o estudo da
etiologia e tratamento de linfomas nao-Hodgkin's em seres humanos. Seu
diagnéstico definitivo estd fundamentado no exame de preparagdes
citoscépicas obtidas a partir de citologia aspirativa de linfonodos ou nédulos,
bem como no exame histopatolégico dos mesmos. O tratamento do linfoma
canino é a poliquimioterapia sendo o aumento do tempo de sobrevida dos
pacientes com qualidade de vida, seu grande desafio.

As células T reguladoras possuem a fungao de regular negativamente as
respostas imunes, garantindo a manutengdo de mecanismos ativos de tal
supressdo. Em seres humanos ha evidéncias que as Tregs regulam de
maneira negativa a funcao efetora contra tumores, resultando na disfuncao de
células T efetoras, 0 que parece também ocorrer nos caes.

Relatos na literatura médica demonstram a existéncia de fortes indicios
de aumento na porcentagem de Tregs em sangue periférico, linfonodos
sentinelas e no sitio tumoral de pacientes com cancer, quase sempre
relacionados com um prognostico desfavoravel. Por outro lado, sdo poucos os
relatos disponiveis referentes ao verdadeiro papel das Tregs em caes
acometidos por carcinoma, linfoma, melanoma e osteossarcoma, dentre outros.
Porém, neste momento, ha um grande foco na pesquisa médico-veterinaria,
concentrado ao estudo do papel das referidas Tregs, em animais acometidos
por varias classes tumorais.

Estudos recentes tém demonstrado que alguns farmacos tem acao de
extinguir ou suprimir as fun¢des das Tregs, inclusive os anti-inflamatérios nao
esteroidais e a ciclofosfamida em regime metronémico, o que as tornam um
potencial um alvo terapéutico, com a finalidade de aumentar a resposta
antitumoral.

Diante disso, esse ensaio teve como objetivo avaliar, quantitativamente,
por intermédio da citometria de fluxo, as Tregs em caes com linfoma,
submetidos ao protocolo quimioterapico CHOP, associado ou ndo a um inibidor
de Cox-2 (Firocoxib).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1, Linfoma canino

O linfoma é uma neoplasia caracterizada por proliferacao clonal de
linfécitos malignos e pode originar-se na medula 6ssea, timo, baco, figado e
linfonodos. Na realidade, pode desenvolver-se em praticamente qualquer
orgao, pela continua migracdo dos linfécitos pelos diferentes tecidos do
organismo (FIGUERA et al., 2002; VAIL & YOUNG, 2007; DALECK et al.,
2008).

E uma das neoplasias mais comuns em cées, representando de 8,5 a
9% de todos os tumores caninos (DOBSON et al., 2001). Acomete
principalmente animais de meia-idade ou idosos (GREENLEE et al., 1990;
MOULTON & HARVEY, 1990), ndo ha predilegdo sexual (VAIL & OGILVIE,
1998) e corresponde a aproximadamente 90% das neoplasias do sistema
hematopoético nos cdes (ROSENTHAL & MACEWEN, 1990; MORRISON,
1998; FAN & LORIMIER, 2005). Em um levantamento realizado em 2002, em
diferentes localidades dos Estados Unidos e por diferentes grupos de
pesquisadores, de uma populacdo estimada de 60,7 milhdes de cées,
encontraram-se de 3342 a 18210 casos de linfoma canino, naquele ano
(MORRISON, 2005).

A etiologia do linfoma canino é multifatorial, sendo que fatores
ambientais e genéticos estdo bem incriminados. Em seres humanos, felinos,
bovinos, roedores, aves e alguns primatas, estd bem documentada a etiologia
viral, em alguns tipos de linfoma. Porém, no caso do linfoma em caes, ndo tem
sido comprovado tal componente viral (GREENLE et al., 1990; VALLI, 19983;
JONES et al., 1997, MORRISON, 2005).

Aparentemente, ndo ha predisposicdo sexual (TESKE, 1994) e os
animais adultos e idosos sdao os mais acometidos. Dados da literatura
internacional apontam o Boxer, Rottweiler, Poodle, Chow Chow, Beagle,
Basset Hound, Pastor Alemao, Sao Bernardo, Scottish Terrier, Airedale Terrier
e Bulldog como as ragas que apresentam maior incidéncia de linfoma
(MORRISON, 1998; VAIL & YOUNG, 2007).

No Brasil, poucos sédo os levantamentos feitos sobre a incidéncia de
linfoma em caes. Fraguas (2008) registrou, entre 2003 e 2006, no Hospital
Veterinario da FCAV UNESP/Jaboticabal, 108 caes acometidos, com



predominancia de cdes sem raca definida (SRD), adultos jovens, sem
predisposicao entre os sexos. Resultados semelhantes também foram obtidos
em estudos retrospectivos de cdes com linfoma realizados na regiao de
Botucatu — SP (CARDOSO et al., 2003) e na Regiao Norte do Parana
(MORENO & BRACARENSE, 2007).

Tradicionalmente o linfoma canino € classificado em multicéntrico,
alimentar, mediastinal, cutaneo e extranodular, conforme sua distribuicao
anatémica (VAIL & OGILVIE, 1998). Em estudo retrospectivo realizado na
regido de Botucatu (SP) por SEQUEIRA et al. (1999), 91,2% dos animais
acometidos por linfoma apresentavam a forma multicéntrica.

Quanto a citomorfologia, as neoplasias linfomatosas podem ser
classificadas como sendo de alto, médio ou de baixo grau. De acordo com o
esquema de classificacdo histologica (Kiel ou National Cancer Institute), 80%
dos linfomas caninos sao similares aos linfomas nao-Hodgkin humanos de
médio e alto grau. E, quanto a imunofenotipagem, podem ser classificados em
linfomas T, linfomas B, bem como mistos (B e T) (MOULTON & HARVEY,
1990; JONEST et al., 1997; DE MOURA et al., 1999; SEQUEIRA et al., 1999;
VAIL, 2000).

A classificacado histologica da OMS abrange os seguintes subtipos de
linfoma, como: pouco diferenciado; linfoblastico; linfocitico e prolinfocitico; e
histiocitico, histioblastico e histiolinfocitico (RALLIS et al., 1992).

Os sinais clinicos do linfoma variam de acordo com a sua apresentacao
anatémica e histolégica (NELSON & COUTO, 2006). No linfoma multicéntrico
normalmente ocorre linfoadenopatia bilateral dos linfonodos superficiais
(DOBSON & GORMAN, 1993), podendo estar associada a hepatomegalia e
esplenomegalia decorrentes da infiltracao neoplasica (VAIL, 2000). Além disso,
sinais clinicos tais como intolerancia ao exercicio, taquipneia, dispneia,
regurgitagao e anorexia, também séo descritos em decorréncia da compressao
provocada pela linfoadenopatia mediastinica (CARDOSO et al., 2004).

O diagnostico esta fundamentado no exame fisico e nas avaliages
hematoldgicas, bioquimico-séricas e exames de imagem. Porém, o diagnostico
definitivo sé podera ser firmado pela avaliacdo citolégica e/ou histolégica do
6rgao afetado (FAN & KITCHELL, 2002; NELSON & COUTO, 2006).



O prognéstico do linfoma canino varia muito e depende de certos
fatores, tais como: localizacao e extensdo da doenca, gravidade dos sinais
clinicos, grau histolégico, imunofenétipo, exposicao prévia a quimioterapia ou a
corticdides, desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas, indice de
proliferacdo do tumor e presenca de outros problemas médicos, ou condicbes
paraneoplasicas (VAIL et. al., 2013).

Segundo a Organizacao Mundial da Saude, o linfoma, em cées, pode
ser classificado em diferentes estadios clinicos, que servem como guia para o
seu progndstico e tratamento (tabela 1).

Tabela 1. Classificagao Clinica do Linfoma segundo a Organizagao Mundial da Saude
— OMS (1980).

Estéagio | Envolvimento limitado a um linfonodo

Estagio Il Envolvimento de linfonodos regionais

Estéagio Il Aumento generalizado dos linfonodos

Estagio IV Envolvimento do figado e/ou baco com ou sem linfadenomegalia
Estagio V Envolvimento do sangue, medula 6ssea e/ou outros 6rgaos

a: sem sinais sistémicos; b: com sinais sistémicos

O tratamento esta fundamentado em protocolos quimioterapicos
antineopléasicos, ja que o linfoma € a neoplasia que melhor responde a essa
modalidade de tratamento (ROSENTHAL & MACEWEN, 1990; OGILVIE &
MOORE, 1995). Segundo MACEWEN & YOUNG, 1996, sem o tratamento,
muitos caes vao a 6bito em quatro a seis semanas.

O protocolo quimioterapico mais utilizado no tratamento do linfoma
canino é o de Madison-Wisconsin (MW), que compreende a associagao das
drogas L-asparaginase, sulfato de vincristina, prednisona, ciclofosfamida e
doxorrubicina, com duracao de 24 semanas. Outro protocolo muito utilizado é
o CHOP, que utiliza os mesmos farmacos, com excecao da L-asparaginase
(SUSAN & ETTINGER, 2003). Ha relatos de que o referido protocolo é capaz
de promover a mais longa remissdo e o maior tempo de sobrevida para caes
com linfoma (MORRISON, 2005). O protocolo MW-19 €& uma versédo
condensada, com duracdo de 19 semanas (HOSOYA et al.,, 2007). Dentre

varios tumores, os linfomas frequentemente recidivam apds uma resposta



inicial a quimioterapia e se tornam resistentes a um amplo espectro de
farmacos (GERARDI, 2008).

Embora o linfoma canino raramente seja curavel (menos que 10% dos
casos), periodos prolongados de remissdao sao comuns, com boa qualidade de
vida (VAIL et. al., 2013). Estudos sobre os linfomas em cées tém relacionado
sua ocorréncia a disfuncbes imunes. Aparentemente, a imunossupressao
predispde ao estabelecimento e manutencdo da malignidade. Em humanos
imunossuprimidos, a prevaléncia aumentada de infec¢des virais, bacterianas
ou por protozodrios foi associada ao linfoma de células B e, de forma menos
comum, ao linfoma de células T. A proliferacdo de linfécitos causada por
qualquer agente infeccioso pode aumentar o risco da transformacgao neoplasica
(BRUNKER & HOOVER, 2007).

2.2. Células T Reguladoras (Tregs)

As células T reguladoras (Tregs) tém sido alvo de intensas pesquisas
relacionadas a sua funcdo como reguladoras das respostas imunes tanto em
condigdes fisiologicas como em diversas enfermidades infecciosas, alérgicas,
neoplasicas, autoimunes, bem como no dominio da imunologia dos
transplantes (COOLS et al., 2007). Sao oriundas do timo normal como uma
populacao distinta e madura de células T com amplo repertério de receptores
especificos de células T auto-reativos. A auséncia destas células esta
implicada diretamente no surgimento de doencas autoimunes, além de
potencializar a resposta imune contra aloantigenos e tumores (SAKAGUCHI et
al., 2001; SHEVACH, 2002). A principal funcdo das Tregs é regular
negativamente as respostas imunes, garantindo a manutencao de mecanismos
ativos de supressado (CRUVINEL et al., 2008).

Uma das primeiras citacdes sobre as Tregs foi feita por Sakaguchi et al.
(1995) que as descreveram como linfécitos T CD4" que expressavam
constitutivamente a cadeia a do receptor da interleucina IL-2 (CD25) e eram
responsaveis pela supressao do desenvolvimento de doencas auto-imunes em
camundongos. Em 2005, o mesmo grupo de pesquisadores verificou que essas
células T CD4"CD25" representavam aproximadamente 10% das células CD4"
periféricas em individuos saudaveis (SAKAGUCHI et al., 2005).



As Tregs podem ser classificadas como naturais ou induzidas. As
naturais constituem uma populacdo de células produzidas continuamente no
timo, através do estimulo de receptores de células T (TCR) (PICCIRILLO et al.,
2002). Em individuos saudaveis, as Tregs naturais sdao responsaveis pela
manutencdo da tolerancia periférica e da homeostase do sistema imune
(BEACHER-ALLAN et al., 2001; WHITESIDE, 2014). As Tregs induzidas séo
antigeno-especificas, diferenciadas a partir de células T CD4", apds exposicao
a antigenos (SHEVACH, 2002). Elas inibem células T efetoras por contato
célula-célula e por secrecdo de mediadores soluveis, como TGF- e IL-10
(NAKAMURA et al.,, 2001; SAKAGUCHI, 2001). Em situagbdes patoldgicas,
Tregs naturais podem ser substituidas por Tregs induzidas, que se
desenvolvem em resposta a estimulos no microambiente e regulam varios tipos
de respostas durante a inflamacao (WHITESIDE, 2014).

Cada vez mais se acumulam evidéncias de que o sistema imunitario é
constituido por uma rede complexa e articulada de inUmeros componentes
integrados. Citam-se, por exemplo, células e seus receptores, mediadores
secretados, moléculas expressas, vias bioquimicas entre outros que, em
conjunto, dotam o organismo da capacidade de interagir com os diferentes
estimulos antigénicos. Diretamente vinculada a resposta aos diferentes
antigenos encontra-se a habilidade de regulacdo, mecanismo responsavel por
assegurar que as respostas nao atinjam amplitudes patoldgicas e por impedir
que o sistema seja ativado indevidamente contra antigenos proprios, gerando
desordens auto-imunes (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

E possivel que as enfermidades auto-imunes estejam associadas a
falhas na eliminagao ou na inativagao de clones de células auto-reativas de alta
afinidade, podendo também haver ou nao falha do sistema imune em controlar
clones auto-reativos de afinidade intermediaria. Nesse contexto, as células com
funcdo regulatéria sdao fundamentais, sendo importantes, também, na
modulacdo de processos de eliminacdo de patégenos e antigenos tumorais
(CRUVINEL et al., 2008).

O papel das citocinas no efeito imunorregulador mediado pelas Tregs
permanece incerto. Enquanto o contato célula-célula é importante para a
supressao mediada por Tregs em ensaios in vitro, o significado fisiolégico deste

contato in vivo nao foi estabelecido e as citocinas podem ser mais importantes.



Alguns resultados de estudos tém mostrado a producéo de IL-10 e/ou
TGF-B, em resposta a uma variedade de estimulos, enquanto que em outros, a
producao dessas citocinas por Tregs, pelo menos em seres humanos tem sido
falha (KOSMACZEWSKA et al., 2008). O que parece mais provavel é que tal
populacéo celular (Tregs) exerca supressdao das mais variadas formas, visto
que, na impossibilidade de atuacdo de uma das vias, ou face a um defeito
qualquer, as Tregs se utilizam de uma via distinta e o efeito final seria o
mesmo, ou seja, supressao imune. O meio no qual estao inseridas também é
determinante, pois define como vao exercer a imunossupressao, uma vez que
nem todas as células imunes séo susceptiveis a sua acao.

Recentemente, estudos demonstram que a IL-17 esta envolvida em
processos inflamatérios, doengas autoimunes, e também é considerada um
fator ativo no processo pro e anti-tumoral. Possui a capacidade de promover o
desenvolvimento de células cancerigenas e de iniciacdo da supressao de
células CD8" (YANG et al.,, 2011; MA & DONG, 2011). Experimentalmente
Cantini et al. (2011) demonstraram uma inter-relagdo entre Tregs e IL-17,
sugerindo que IL-17 pode ser induzida por Tregs e que em células de gliomas,
o crescimento tumoral depende da citocinas produzidas localmente.

Do ponto de vista molecular, demonstrou-se que o fator de transcricao
FOXPS3 é predominantemente expresso nas Tregs timicas e periféricas. Células
T naive transfectadas com o mMRNA para o gene Foxp3 adquirem
caracteristicas de células regulatérias tornando-se anérgicas e supressoras in
vitro, além da expressao fenotipica e producéo de citocinas e outras moléculas
relacionadas as Tregs. Desta forma, Foxp3 parece ser um gene de grande
importancia no desenvolvimento e na funcao destas células (SAKAGUCHI,
2005; CRUVINEL et al., 2008). Embora o Foxp3 seja transitoriamente expresso
em algumas células T humanas ativadas, ele tornou-se o melhor marcador
protéico com o qual se identificam as Tregs. Em caes, tais Tregs foram
identificadas utilizando-se de anticorpos especificos anti-CD4 canino e Foxp3
murino (BILLER et al., 2007; KEPPEL et al., 2008; BANHAM et al., 2009;
HORIUCHI et al., 2009 ; O’'NEILL et al., 2009).

O'Neill et al. (2009) observaram aumento significativo das Tregs em
caes com cancer em relacao aos do grupo controle. As maiores porcentagens

de Tregs foram observadas em cdes com carcinoma, seguidas de sarcoma,



linfoma e mastocitoma. Outros ensaios mostraram que as células Tregs
apresentaram-se numericamente aumentadas no sangue periférico de céaes
com metastases quando comparados aqueles sem metastases, sendo que nos
pacientes com tumores em estagios mais avancados, também ocorreu
aumento das células T. Tal achado sugere que as Tregs sdo capazes de
promover imunotolerancia as células tumorais por suprimirem a imunidade tipo
1, 0 que poderia favorecer o aparecimento de metastases (HORIUCHI et al.,
2009).

No linfoma Hodgkin humano, o microambiente tumoral € dominado por
células Th2 e por Tregs. O numero elevado de células Th2 estd associado com
significativo aumento no tempo de remissdo da doenca e, ademais, que a alta
razdo Tregs/células Th2 tem resultado numa reducao significativa no tempo de
recidiva. Este fato leva a crer que as Tregs exercam efeitos inibitérios na
resposta imune antitumoral mediada por células Th2 e que estas Ultimas
podem ter um papel, além do esperado, na imunidade antitumoral (SCHRECK
et al., 2009).

Munhoz (2013) realizou um estudo com cédes com linfoma multicéntrico,
encontrou um aumento da porcentagem de Tregs em caes com linfoma quando
comparado ao grupo controle. Também notou uma diminuigao significativa das
Tregs, ap6s a quinta semana de tratamento quimioterapico com o protocolo de
Madison-Wisconsin.

Pinheiro et al., (2014) demonstraram que o0 aumento das Tregs em caes
acometidos com linfoma multicéntrico de células B (BCL), esta associado com
um pior prognéstico. Sugeriram também que os caes com BCL, em comum
com pacientes humanos com Linfoma N&o-Hodgkin, abrigam um amplo
espectro de Tregs nos linfonodos acometidos, incluindo Tregs timicas.

Tominaga et al. (2010) observaram que caes portadores de melanoma
em cavidade oral apresentavam uma maior porcentagem de Tregs no sangue
periférico comparados aos animais controle, e uma porcentagem maior ainda
de Tregs no sitio tumoral. Estes achados os levaram a sugerir que a presenca
das células tumorais poderia induzir a proliferacao local ou a migracao seletiva
de Tregs para o sitio da neoplasia, via sinalizacao por citocinas, como TGF-3
ou prostaglandina E2 (PGEZ2).



Pesquisas realizadas em pacientes humanos com cancer demonstraram
uma associacao entre o grau de infiltracdo de Tregs nos tumores e a supressao
da resposta de células CD8" (SATO et al., 2007). Em mulheres com cancer de
mama, avancado, foi identificada alta expressdao de Foxp3 em linfonodos
sentinelas, um achado que corrobora estudos feitos com outros tipos de
neoplasias (MANDSFIELD et al., 2009).

KIM et al. (2012), demonstraram que a presenca de grande quantidade
de células Tregs no tecido de cadelas com carcinoma mamario, esta associado
com o alto grau histolégico, invasao linfatica e necrose. Estes resultados
sugerem que as células Tregs podem desempenhar um papel essencial na
progressao do tumor através da supressao antitumoral do sistema imune.

Em cées com cancer, quanto maior a razao Tregs/CD8" no sangue
periférico, pior o prognoéstico, possivelmente pela redugao nas células CD8" em
relagdo ao aumento das Tregs, favorecendo a imunossupressado (O'NEILL et
al., 2009). Biller et al. (2010), avaliando caes acometidos por osteossarcoma,
concluiram que animais com uma baixa proporgdo CD8"/Tregs, durante o pré-
tratamento, apresentaram um tempo de sobrevida menor quando comparados
com animais com propor¢cées mais elevadas. Resultados semelhantes foram
obtidos em pacientes humanos portadores de cancer gastrico e alta proporcao
Tregs/CD4", os quais apresentavam menor tempo de sobrevida e maior indice
de recidiva do tumor (KIM et al., 2011).

Recentemente, Burton et al. (2011) utilizando-se de ciclofosfamida em
regime metrondmico, na dose de 15 mg/m?/dia, conseguiram diminuir o nimero
e a porcentagem de Tregs a partir do 28° dia de tratamento, além de inibir a
angiogénese em caes com sarcoma de tecidos moles. Estudos como este
realcam a importancia de se procurar reduzir a populacao de células Tregs e a
participacdo destas células na patogenia do cadncer em humanos e animais.

2.3. O uso de inibidores da Ciclooxigenase-2 (COX-2)

As prostaglandinas (PGE) possuem forte atividade imunomoduladora
dentro do sistema imunoldgico e podem exercer efeitos autocrino e paracrino.
A prostaglandina E, (PGEy) se liga aos receptores EP, e EP4 ligados a proteina
G e efetivamente suprimem a resposta imune das células T (NATARAJ et al.,
2001; VANG et al., 2003). No sistema imune a ciclooxigenase 2 é induzida
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durante as reacdes inflamatérias e € responsavel pela producdo de
prostaglandina e tromboxanos a partir do acido araquidénico. A COX-2 é
primariamente expressa em mondcitos ativados e macréfagos, embora sua
expressao também seja induzida em células T ativadas (SIMMON et al., 2004).

Existem duas isoformas da COX, a COX-1 e a COX-2. A COX-1 é
expressa em varios tipos de células e tecidos, e sua atividade enzimatica €
importante para a fungao renal, integridade da mucosa gastrica e agregacao
plaquetaria. Em contraste, a expressdo da COX-2 esta normalmente ausente
em muitas células e tecidos, mas é induzida em resposta as citocinas
inflamatérias (DUBOIS et al., 1998).

O aumento da PGE, promove o desenvolvimento neoplasico devido
estimulacdo do receptor cognato (EP), com subsequente aumento da
proliferacdo celular, promovendo a angiogénese, inibindo a apoptose,
estimulando a invasao tumoral, e suprimindo a resposta imune anti-tumoral
(WANG & DUBOIS, 2006).

Shimizu et al. (2010), demonstraram que o numero de Tregs infiltradas
no tumor esta correlacionada positivamente com a expressdo de COX-2 intra-
tumoral em paciente com cancer de pulmao de ndo pequenas células e que a
expressao de COX-2 pode suprimir a atividade anti-tumoral por infiltracdo das
Tregs. Concluiram que a utilizagcdo de um inibidor de COX-2 pode ser benéfico
para o tratamento de pacientes com aumento da expressao de COX-2.

Machic et al. (2006), demonstraram in vitro, que a COX-2 depende da
producdo de PGE;, representando o mecanismo imunossupressor para Tregs,
e que o Foxp3 é induzido de uma maneira autécrina por PGE,. Estes
resultados demonstraram um novo mecanismo de imunossupressao pelas
Tregs.

Estudos recentes sugerem que alguns farmacos sdo usados para
extinguir ou suprimir as funcées das Tregs. O aumento da expressao da
enzima COX-2, pela agdo das células tumorais e inflamatorias locais, estimula
o desenvolvimento das Tregs. Deste modo, o tratamento com inibidores de
COX, como os anti-inflamatoérios ndo esteroidais € mais uma estratégia para a
supressao das Tregs (YAQUB et al., 2008).

Em um estudo realizado por LEE et al., (2009), quando utilizado um
inibidor de COX-2 (celecoxib) no tratamento de tumores em camundongos o
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acumulo das Tregs diminuiu, utilizando a dose de 10mg/Kg e observaram uma
maior diminuicdo na dose de 100mg/Kg. Este achado sugere que o efeito
antitumoral do inibidor de COX-2 tem relacdo com a diminuicdo das células
Tregs. O resultado do estudo mostrou que os niveis de PGE, estavam
aumentados no carcinoma pulmonar de Lewis nos camundongos controles, e
este aumento, diminui com o tratamento com inibidor de COX-2 e também
mostrou que a expressdao do Foxp3 estava aumentada no grupo controle e
diminuida no grupo tratado com celecoxib. Além disso, o0 numero de
metdstases reduziu significativamente nos camundongos tratados com
celecoxib.

Segundo YAQUB et al., (2008), a utilizacdo de inibidores da COX-2
preveniu o desenvolvimento do cancer colorretal por algum tipo de mecanismo
que afeta a PGE, Este mecanismo evita a proliferagdo, migracdo e a
angiogenése celular e melhora a fungao imune antitumoral pela inibicdo das
Tregs. Desta forma, este mecanismo parece benéfico na utilizacdo de
inibidores de COX-2.

Portanto, torna-se importante o estudo das Tregs em céaes com linfoma
multicéntrico, procurando entender sua participacdo no microambiente tumoral,
como fator prognostico e futuramente, desenvolver novos tipos de terapias
especificas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Objetivou-se neste estudo avaliar quantitativamente, por intermédio da

citometria de fluxo, as Tregs em caes com linfoma, submetidos ao protocolo

quimioterapico CHOP, associado ou nao a um firocoxib.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito da quimioterapia antineoplasica sobre o numero de
células T reguladoras, no momento do diagnéstico, ap6s a inducao da
quimioterapia (M5) e ao final do tratamento (M20);

Quantificar as células CD4® e CD8', durante o tratamento
quimioterapico; no momento do diagnéstico, apdés a inducdo da
quimioterapia (M5) e ao final do tratamento (M20);

Avaliar a relacdo Treg/CD8" entre o grupo controle e o grupo com
linfoma no momento do diagndstico;

Avaliar a expressao de COX-2 em linfonodos de cdes acometidos por

linfoma multicéntrico;
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4. MATERIAL E METODOS

O protocolo deste experimento foi analisado e aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal, sob o nimero 027665/10.

4.1. Distribuicao dos pacientes e protocolo quimioterapico

Nesse trabalho foram incluidos 36 caes adultos, machos ou fémeas,
atendidos no Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal, e distribuidos em trés grupos experimentais, como a
sequir:
Grupo Controle (GC): 12 caes considerados higidos com base em exames
clinicos e laboratoriais, sendo que a idade variou entre dois a 14 anos; seis
macho e seis fémeas; nove caes sem raga definida, um Doberman, um Beagle
e um Labrador (Apéndice A).
GrupoTratado 1 (GT1): 12 caes acometidos por linfoma multicéntrico tratados
com o protocolo quimioterapico CHOP de 19 semanas (Quadro 1). Sendo que
a idade variou entre cinco a 11 anos; quatro machos e oito fémeas; cinco
Rottweiler, um Beagle, dois Poodle, um Dog Alemao, dois sem raca definida e
um Pinscher; dez com imunofenétipo B e dois com imunofendtipo T (Apéndice
B).
GrupoTratado 2 (GT2): 12 caes acometidos por linfoma multicéntrico tratados
com o protocolo quimioterapico CHOP modificado (utilizando Firocoxib)
(Quadro 2). A idade variou entre quatro a 13 anos; quatro machos e oito
fémeas; um Rottweiler, trés sem raca definida, dois PitBull, um Poodle, um
Basset Hound, dois Maltés, um Boxer e um Fox Terrier; onze com
imunofendtipo B e um com imunofenétipo T (Apéndice C).

Para o estadiamento clinico do linfoma, segundo a Organizagdo Mundial
de Saude, foram realizados exames de imagem (exame radiogréafico de térax e
ultrassom abdominal) e puncdo de medula éssea. Antes de cada sessao de
quimioterapia, os pacientes do grupo GT1 e GT2 foram avaliados clinicamente
e adicionalmente, amostras de sangue dos animais foram coletadas para

realizacdo de hemograma e dosagem de alanina aminotransferase (ALT),
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creatinina, proteina e albumina, como parte dos procedimentos adotados pelo

Servigo de Oncologia Veterinaria do referido Hospital.

Quadro 1. Protocolo quimioterdpico CHOP-19 adotado para os animais do grupo
GT1.
Semanas

CHOP-19 112 |38 |4 1011 (12|13 |14 15|16 |17 |18 |19 |20
Vincristina (0,75 | e ° ° ° ° °
mg/mZ, 1V)
Ciclofosfamida ° ° °
(250 mg/m?, VO)
Doxorrubicina (30 ° ° °
mg/mZ, 1V)
Analise das Tregs | e °
Prednisona* o (o |0 |0

* 2 mg/kg, VO, g24h, 7 dias; 1,5 mg/kg, VO, g24h, 7 dias; 1 mg/kg, VO, g24h, 7 dias;

0,5 mg/kg, VO, g24h, 7 dias.

Quadro 2. Protocolo quimioterapico de CHOP-19 modificado adotado para os animais do grupo
GT2.
Semanas

CHOP-19 112 |38 |4 1011 (12|13 |14 | 15|16 |17 |18 |19 |20
Vincristina (0,75 | e ° ) ° ° °
mg/m?, 1V)

Ciclofosfamida
(250 mg/m?, VO)

Doxorrubicina (30
mg/mZ, 1V)

Analise das Tregs

Firocoxib*

"Previcox, Merial, Brasil: 5 mg/Kg, VO, q 24h, 28 dias.
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4.2. Classificacao histopatoldgica e imuno-histoquimica do linfoma

Casos suspeitos de linfoma foram submetidos ao exame citolégico,
obtidos através da puncdo aspirativa por agulha fina. Ap6s confirmacédo do
diagnéstico, foi realizada bidpsia do linfonodo popliteo para coleta das
amostras, estas foram fixadas em solugdo de formol a 10% tamponado (pH
7,6). Apds o processamento histolégico de rotina (HE), o diagnéstico e o
imunofenétipo dos linfomas, foram realizados no Laboratério VetPat, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Felipe A. Ruiz Sueiro que adota os critérios da
Organizacao Mundial de Saude (OMS) (VALLI et. al., 2011).

Para a realizacdo da imunofenotipagem dos linfomas, foram utilizados os
anticorpos primarios anti-CD3 (linfécitos T) e anti-CD79a (linfécitos B), ambos
contra antigenos humanos, produzidos pela DAKO®. E para a expressdo de
COX-2 foi utilizado clone cx-294 — Dako, Tabela 2.

Tabela 2. Anticorpos empregados nas reagdes imuno-histoquimicas em linfomas

caninos.
Anticorpos Clones Diluicoes  Conservacao
do tecido
Anti-CD3* (LinfécitosT) F.7.2.38 1:200 Parafinado
Anti-CD79a** (Linfocitos B) HM57 1:150 Parafinado
Anti-Cox-2 CX-294 1:300 Parafinado

* camundongo anti-humano (monoclonal)
** coelho anti-humano (policlonal)

O método de imuno-histoquimica empregado foi pelo polimero
horseradish peroxidase (HRP) e 3,3 diaminobenzidine tetrachloride (DAB).
Resumidamente, os cortes de tecido (4u) foram distendidos em laminas
carregadas e permaneceram em estufa a 57 °C por 24 horas e, posteriormente,
foram desparafinizados com xilol e re-hidratados em alcool etilico em
concentragdes decrescentes.

Na sequéncia, foi realizada a recuperacdo antigénica pelo calor,
utilizando uma solucdo de citrato pH 6,0 em panela de pressdo (Pascal®;
Dako, Carpinteria, CA, USA) por 30 segundos a, 128°C, aproximadamente.
Apés essa etapa, ao atingirem a temperatura ambiente, as laminas contendo

os cortes foram lavadas em 4gua deionizada. A seguir foram incubadas em
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dois banhos de 10 minutos cada em peréxido de hidrogéneo 3% (10V) para o
blogueio da peroxidase enddgena e entdo lavadas em agua deionizada por
cinco minutos. O bloqueio de proteinas inespecificas foi conduzido com
solucdo blogueadora de reacgdo inespecifica (protein block serum-free —
catalogo n° X0909 — DAKO Corp.).

As laminas contendo os cortes foram incubadas com o anticorpo
primario na diluicdo padronizada (Quadro 2) e, entdo, incubados a 4°C
overnight (18 horas). Depois, foram novamente lavados em solugé&o tampé&o de
TRIS (Tris-HCI - 0,05M, NaCl — 0,15M; pH=7,6). Em seguida foram incubadas
com polimero Envision (Dako, Carpinteria, CA, USA) e posteriormente lavadas
com TRIS por trés vezes. A coloracdo foi obtida utilizando-se o DAB
(DakoCytomation, Carpinteria, USA) e a contracoloracdao pela hematoxilina
Harrys, seguida da desidratacdo em concentragcdes crescentes de alcool e xilol.
As laminas foram montadas com resina e laminula.

Linfonodos de caes higidos foram empregados como controle negativo,
além de amostras de linfonodos com linfoma. Ambos receberam tratamento
com o Universal Negative Control Mouse (Dako® N1698-1). Os mesmos
linfonodos foram também empregados como controle positivo das reagdes.

4.3. Imunofenotipagem de Subpopulacoes de Linfécitos T

Os animais acometidos por linfoma multicéntrico foram avaliados quanto a
porcentagem de células Tregs presentes no sangue periférico, por citometria
de fluxo, no momento do diagnéstico (MO0), apdés o primeiro ciclo de
quimioterapia (M5) e apés a ultima semana de quimioterapia (M20). Os animais
do grupo controle foram submetidos a avaliagdo das Tregs em um unico
momento. A técnica empregada foi a de Biller et al.(2007), descrita a seguir.

As células mononucleares foram isoladas a partir de 15 mL de sangue,
obtidos por puncdo venosa e acondicionados em tubos heparinizados. A
seguir, 0 sangue coletado foi diluido (volume:volume) em solugcao PBS estéril e
separado em gradiente de Ficoll-Hypaque, com densidade 1.077g/L (Ficoll-
Paque PLUS, Amersham Biosciences, Suécia). Apds centrifugagéo a 720xg por
30 minutos, o anel de células mononucleares foi coletado e ressuspenso em
PBS e centrifugado a 720xg por 10 minutos. Descartado o sobrenadante, o
anel de leucocitos foi ressuspenso em 2mL de tampéo de lise para hemacias
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ACK (NH4CI - 0,15mM, KHCO3; - 10mM, EDTA - 0,1mM; pH=7,3), por 5
minutos, € novamente centrifugado. As células lavadas, foram ressuspensas
em 1mL de PBS e posteriormente, diluidas (1:20) em azul de tripan 0,5% e
contadas em camara de Neubauer.

As células foram divididas em seis tubos para cada animal, sendo: tubo
1 — somente células sem marcacéao; tubo 2 — células marcadas com os isotipos
controles; tubo 3 — células marcadas com os anticorpos anti-CD4:FITC, PanT
APC e anti-CD8:PE; tubo 4 — somente células sem marcacao; tubo 5 — células
marcadas com o0s isotipos controles; tubo 6 — células marcadas com os
anticorpos anti-CD4:FITC, PanT APC e anti-Foxp3 PE. Os isotipos controle e
os anticorpos utilizados acham-se listados na Tabela 3. Nos tubos 1, 2 e 3
foram utilizadas 1 x 10° células, e os tubos 4, 5 e 6, utilizaram-se 2 x 10°
células. As células dos tubos 4, 5 e 6 passaram pelo processo de
permeabilizagao de membrana, utilizando-se solugbes de
permeabilizagao/fixacdo e de permeabilizacdo (eBioscience®, ref 00-5521-00),
de acordo com as recomendacdes do fabricante. Antes de cada marcacao, de
membrana e intracitoplasmatica, 5uL de soro autélogo (previamente incubado
em banho-maria a 56°C por 30 minutos), eram acrescentados em cada tubo
para bloqueio de reacdes inespecificas, e incubados por 30 e 15 minutos,
respectivamente. Ao final do processo eram adicionados, 100uL de solugéo
PBS-formol 1%, para conservacao das células.

Os estudos citofluorométricos foram realizados num prazo maximo de 24
horas ap6s a coleta do sangue. As preparacgdes celulares foram adquiridas em
FACSCanto Il (BD®), no Laboratério de Imunoparasitologia, de
responsabilidade do Prof. Dr. Jodo Santana da Silva, na Faculdade de
Medicina de Ribeirdao Preto/USP. No mimino, cinquenta mil eventos na gate de
linfécitos foram coletados por tubo e analisados no programa FlowJo. Um
fluxograma representando a escolha dos gates pode ser observado na Figura
1.
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Tabela 3. Relacao de isotipos controle e anticorpos utilizados a citometria de
fluxo, com seus respectivos fluorocromos e volumes utilizados.

Isotipos controle Marca Volume
Mouse IgG1-Negative Control FITC AbD Serotec 1uL
Rat IgG2a Iso Control PE EBioscience 1uL
APC Mouse IgG1k Isotype Control BD Pharmingen™ 1uL
Anticorpos Marca Clone Volume
Rat anti dog CD4:FITC AbD Serotec YKIX302.9 1uL
Rat anti dog CD8:RPE AbD Serotec YCATES55.9 1uL
APC mouse anti dog PanT cell marker ~ BD Pharmingen™  FJK-16s 1uL
Anti mouse/rat Foxp3 PE EBioscience LSM 8.358 2uL
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Figura 1. Fluxograma representativo das gate de linfécitos; a partir dela a gate
de linfécitos T CD4" e , a partir desta, a gate de linfécitos CD4"Foxp3* (Treg),
de um cao com linfoma.

Os valores da relagdo Treg/CD8" foram obtidos através da razao entre a
porcentagem de Treg (gate de linfécitos T) e a porcentagem de células CD8"
(gate de linfécitos T).

4.4. Analise estatistica

Quando comparadas duas variaveis, utilizou-se o teste T de amostras
independentes, quando estas atendiam as suposicdes de normalidade e
homogeneidade. Quando ndo, utilizou-se o teste Mann Whitney. Quando foram
comparadas 3 varidveis e essas atendiam as suposi¢coes de normalidade e
homogeneidade, aplicou-se o teste F da analise de variancia. A comparacao
das médias aos pares foi feita pelo teste de Tukey. Ja para as variaveis que
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nao atendiam as suposicdes de normalidade e homogeneidade, foi feita uma
analise de variancia nao paramétrica (Kruskal-Wallis) e a comparagdo aos
pares pelo teste de Dunn. Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo
(ZAR, 1999). GraphPad Prism 5 (GraphPad Prim5 software package, GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) foi o programa utilizado.

Para a avaliacado da expressdo de COX-2, a coloracao foi avaliada pela
pontuacdo de acordo com a distribuicdo de células positivas (escala de 1:
<25% de células positivas 2: 26% a 50% 3: 51% a 75%, e 4:> 75%). O qui-
quadrado ou teste exato de Fisher foram usados para determinar a associacao

entre as variaveis categoricas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Quantificacao das populacoes de células T no sangue periférico

5.1.1. Porcentagem de Tregs em caes controle x pacientes do grupo
linfoma

No presente estudo, os cdes com linfoma apresentaram a média de
porcentagens maiores de Tregs (17,08%£1,62) comparados aos do grupo
controle (caes sadios) (5,67+1,62) (p<0,0001). As médias dos grupos, estao
apresentadas na Figura 2. Foi observado que a quantidade de células Tregs
revelou-se aproximadamente trés vezes maior no grupo linfoma comparado ao
controle; esse resultado corrobora com os estudos realizados em cédes com
diversas neoplasias (BILLER et al., 2007; HORIUCHI et al., 2009; O’NEILL et
al., 2009; MITCHELL et al., 2012; MUNHOZ, 2013; CHAVES, 2014).
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Figura 2. Valores percentuais obtidos de células T reguladoras no sangue periférico
de caes sadios (controle) e caes portadores de linfoma. Os resultados estao
apresentados como média + erro padrao da média, * p<0,0001.

O'Neill et al. (2009), observaram aumento significativo das Tregs em
caes com cancer em relagdo ao grupo controle; e as maiores porcentagens
foram observadas em caes com carcinoma, seguidas de sarcoma, linfoma e
mastocitoma. Tominaga et al. (2010) também observaram que cées
acometidos de melanoma em cavidade oral apresentavam maior porcentagem
de Tregs no sangue periférico comparados aos animais controle. Esses
resultados também foram observados em cdes com mastocitoma (CHAVES,



21

2014). Munhoz (2013) observou um aumento da porcentagem das Tregs em
cdes com linfoma multicéntrico comparado aos controles. Os resultados
supracitados concordam com aqueles aqui obtidos.

Existem poucos estudos que enfocam os fatores envolvidos no aumento
da porcentagem de Tregs em caes acometidos por neoplasias. Porém, o papel
da imunossupressdao que as Tregs desempenham, favorecendo o
desenvolvimento do céncer, ja estd bem estabelecido. Elas atuam na reducao
da imunidade anti-tumoral arquitetada pelas células CD4" e CD8", via produgéo
de citocinas imunossupressoras como TGF-$ e IL-10, promovendo a expansao
ou a conversao das células T convencionais (CD4") em Tregs (ZOU, 2006;
STRAUSS et al., 2007).

Biller et al. (2007), demonstraram que ocorre um aumento na expressao
de mMRNA de Foxp3 em linfécitos ativados, em cdes com cancer, quando
colocados em cultivo com IL-2 e TGF- . E esse resultado foi comprovado pelo
aumento da expressdo de mRNA de IL-10 e TGF- B em células Tregs
adequadamente ativadas.

Outra hip6tese foi aventada por Tominaga et al. (2010), que
asseveraram que cdes com melanoma apresentaram um aumento das Tregs
devido ao aumento da expressdao de TGF- B3, de ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e
de prostaglandina E2 produzida pelo tumor, o que levaria a atragdo e
proliferacdo local das células Tregs, além da conversao in situ de células CD4"
em Tregs.

O aumento numérico das referidas Tregs imunossupressoras tem sido
associado a um pior prognéstico. Houriuchi et al. (2009) observaram o aumento
das Tregs em caes com metastases, sugerindo que tais células induzem a
supressdo da vigilancia tumoral, via resposta imunolégica do Tipo I, e
favorecem a metastase do tumor. A presenca aumentada de Tregs no sitio
tumoral também pode significar um importante fator prognostico para o
carcinoma mamario em cadelas (KIM et al.,, 2012). Pinheiro et. al. (2014),
também apresentaram evidéncias que as Tregs tém um impacto negativo no

prognostico de caes com linfoma multicéntrico de grandes células B.
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5.1.2. Quantificacao de Tregs circulante durante a quimioterapia

Avaliando as porcentagens de Tregs do GT1 durante o protocolo
quimioterapico, notou-se diferenca estatistica entre o grupo controle
(5,672+0,8938) e MO (20,66%+2,487), entre o MO (20,66+2,487) e M5
(8,697+1,299) e MO e M20 (8,648+1,736) (p<0,0001), conforme observado na
Figura 3.
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Figura 3. Valores percentuais obtidos para Tregs no sangue periférico de caes
controle e com linfoma (GT1), durante o protocolo quimioterapico (M0, M5 e M20).
Os resultados estdo apresentados como média + erro padrao da média, * p<0,0001,

® p>0,0001.

As porcentagens de Tregs do GT2, durante o protocolo quimioterapico,
apresentaram comportamento diverso daquele do GT1, verificando-se
diferenca estatistica entre o controle (5,672+0,8938) e M0 (12,79+0,7673) e MO
(12,79+£0,7673) e M20 (5,903+1,126) (p<0,0001), mas nao foi observada
diferenca estatistica entre o grupo controle e M5 (8,138+0,7391) e MO
(12,79+0,7673) e M5 (8,138+0,7391), conforme ilustrado na Figura 4.
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Figura 4. Valores porcentuais obtidos para Tregs no sangue periférico de caes
controle e acometidos por linfoma (GT2), durante o protocolo quimioterapico (M0, M5
e M20). Os resultados estdao apresentados como média * erro padrao da média,
para significancias de *p<0,0001, ® p>0,0001.

Neste trabalho observou-se que o GT1 apresentou uma diminuicao
brusca de Tregs, porem, no GT2 a diminui¢gdo foi mais lenta. Avaliando-se as
porcentagens do grupo controle e ap6s o inicio da quimioterapia dos pacientes
com linfoma do GT1, notou-se que no M5, as Tregs assumiram valores
proximos aos dos animais controles (p<0,0001). Ja no GT2, no M5, a
diminuicdo da Tregs foi menor. Uma das justificativas para a diminuicdo das
Tregs no GT1 seria que a prednisona induz os linfocitos normais a apoptose e
citlise de linfocitos neoplasicos (LANORE & DELPRAT, 2004; FAN &
LORIMIER, 2005). Tal hormoénio esteroidal, também atua em receptores
celulares especificos, levando a uma cisdo do DNA, impedindo a divisao celular
(RODASKI & DE NARDI, 2008).

Munhoz (2013), analisando as Tregs em cées com linfoma durante o
protocolo quimioterapico MW, também observou uma diminuicao significativa
das Tregs apds a inducao da quimioterapia, o que corrobora os achados aqui
encontrados para animais do GT1. Mitchell et al. (2012), estudando caes com
linfoma tratados apenas com doxorrubicina, também encontraram reducao

significativa das Tregs. Independentemente do tipo de quimioterapia, nos
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estudos reportados acima, foi obtida diminuicdo significativa das Tregs, fato
que vem ao encontro dos resultados aqui alcangados.

Quando foram comparados os dois grupos (GT1 e GT2), no MO, os
valores porcentagens obtidos para as Tregs diferiram estatisticamente GT1
(20,66%2,487) e GT2 (12,79+0,7673) (p<0,0114), como pode ser observado na
Figura 5. Tal diferenca estatistica pode ser atribuida ao fato de que no
momento do diagnéstico foram incluidos trés pacientes em estadio V, no grupo
GT1 e, de outra parte, nenhum paciente apresentava-se no estadio V, dentre
aqueles do grupo GT2. Provavelmente o estadiamento dos pacientes pode
interferir na porcentagem de Tregs.

Ja, no M5, as porcentagens de Tregs nao foram estatisticamente
significativas, GT1 (8,697+1,299) e GT2 (8,138+0,7391) (p=0,7123). O mesmo
fato revela-se patente, quando sdo comparados os grupos GT1 (8,648+1,735)
e GT2 (5,903£1,126) (p=0,2445), no momento M20. Tais resultados podem ser
visibilizados, igualmente, na Figura 5.
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Figura 5. Comparacdo entre os valores percentuais obtidos para Tregs no
sangue periférico de caes acometidos por linfoma (GT1 e GT2), nos momentos
MO, M5 e M20 do protocolo quimioterapico. Os resultados estdo apresentados
como média + erro padrao da média, *p<0,0114.
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Rasmussen et al.,, (2014), quantificaram as Tregs em caes com
neoplasias, sendo que um grupo tratado apenas com doxorrubicina e outro
com doxorrubicina e ciclofosfamida em regime metronémico. Os autores nao
observaram diferenca significativa nos numeros, relativo e absoluto, das Tregs
quando compararam 0s grupos, mas verificaram diminuicdo significativa das
Tregs apos o tratamento. Eles concluiram que a diferenga nos numeros de
Tregs, provavelmente, deveu-se a deplecao de linfécitos provocada pelo uso
da doxorrubicina sozinha. Ja, neste estudo, observou-se que em ambos 0s
grupos houve diminuicdo das Tregs, e que, em cujo grupo GT1 a referida

queda mostrou-se mais brusca, talvez, pela associacao da prednisona.

5.1.3. Quantificacao das células CD4* e CD8"* durante a quimioterapia

As células CD4" foram avaliadas no sangue periférico durante o
protocolo quimioterapico no GT1. Nao foram observadas diferencas estatisticas
entre as médias dos animais controle (51,01+4,917) e tratados do grupo GT1,
nos diferentes momentos de avaliagdo, sejam eles, MO (45,52+4,661), M5
(51,61£3,450) e M20 (59,50+4,479) (p=0,2330). Os valores médios percentuais
e respectivos erros padrdoes das médias, estdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Valores porcentuais obtidos para células CD4" no sangue periférico de
caes controle e acometidos por linfoma (GT1 e GT2), durante o protocolo
quimioterapico (M0, M5 e M20). Os resultados estdo apresentados como média *
erro padrao da média.

As células CD4" também foram avaliadas no sangue periférico durante o
protocolo quimioterapico no GT2. Nao foram observadas diferencas estatisticas

entre as médias dos animais controle (51,01+4,917) e tratados no grupo GT2,
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nos diferentes momentos de avaliagdo, M0 (53,27+2,34), M5 (52,96%£2,973) e
M20 (52,35+1,336) (p=0,7689). As médias, juntamente com o erro padrao das
médias, estdo apresentadas na Figura 6.

Ja quando comparado os dois grupos (GT1 e GT2), no MO as
porcentagens de CD4" nao foram estatisticamente significativa GT1
(45,52+4,661), GT2 (53,27+2,340) (p=0,1632). No M5, também nao foi
observada diferenca estatistica entre GT1 (51,61+£3,450) e GT2 (52,96+2,973)
(p=0,7693). O mesmo ocorre, quando comparamos 0s grupos o M20, GT1
(59,50+4,479) e GT2 (52,35+1,336) (p=0,2061). Esse dados podem ser

observado na Figura 7.
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Figura 7. Comparacao da porcentagem das células CD4"* do sangue periférico de
caes com linfoma do GT1 e GT2, nos momentos, M0, M5 e M20 do protocolo
quimioterapico. Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da
media.

Quando as células CD8" foram avaliadas no sangue periférico durante o
protocolo quimioterapico no GT1. Nao foram observadas diferencas estatisticas
entre animais controle (31,78+5,655) e tratados no grupo GT1, nos diferentes
momentos de avaliacdo, sejam eles, M0 (25,87+4,394), M5 (25,86%3,874) e
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M20 (20,73+2,164) (p=0,4142). As médias, juntamente com o erro padrdo das

médias, estdo apresentadas na Figura 8.
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Figura 8. Valores porcentuais das células CD8" no sangue periférico de caes
controle e acometidos por linfoma (GT1 e GT2), durante o protocolo quimioterapico
(MO, M5 e M20). Os resultados estao apresentados como média * erro padrao da
média.

As células CD8" também foram avaliadas no sangue periférico durante o
protocolo quimioterapico no GT2. Nao foi observada diferencga estatistica entre
animais do grupo controle (31,7815,655) e tratados, nos diferentes momentos
de avaliagdo, sejam eles, MO (23,91£2,906), M5 (23,51+2,432) e M20
(23,98£3,041) (p=0,7684). As médias, juntamente com o erro padrdao das
médias, estdo apresentadas na Figura 8.

Quando comparamos os dois grupos (GT1 e GT2), no MO, as
porcentagens de CD8" nio diferem estatisticamente, GT1 (25,87+4,394) e GT2
(23,91+2,906) (p=0,7262). No M5, também nao foi observado diferenga
estatistica, GT1 (25,86+3,874) e GT2 (23,51+2,432) (p=0,6126). O mesmo
ocorre, quando comparamos 0s grupos o M20, GT1 (20,73+2,164) e GT2
(23,98£3,041) (p=0,3860). Esse dados podem ser observado na Figura 9.
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Figura 9. Valores porcentuais células CD8" do sangue periférico de caes com
linfoma do GT1 e GT2, nos momentos MO, M5 e M20 do protocolo
quimioterapico. Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da
média.

As células CD4" e CD8" possuem um potencial citotdxico para as células
tumorais e estdo presentes em varios tipos de neoplasias em humanos e
murinos (GERDEMANN et al., 2009; MERLO et al., 2010). A infiltracao das
Tregs nos tumores, inibem diretamente as fungbes anti-tumor das células CD4"
e CD8", um efeito que ocorre primeiramente através da secrecéo de citocinas
imunossupressoras pelas Tregs, como a IL-10 e TGF-B (CURIEL, 2007).

Como pode ser observado neste estudo, as células CD4* e CD8" nao
apresentaram alteragbes numéricas em nenhum momento do protocolo
quimioterapico e nem na comparagdao dos tratamentos o que corrobora o0s
achados de outras pesquisas em caes com cancer (WINNICKA et al., 2002;
WALTER et al., 2006; COLETA, 2009; MITCHELL et al.,, 2012; MUNHOZ,
2013; CHAVES, 2014).

O’Neill et al. (2009), obtiveram uma diminuigdo absoluta de células CD8"

em caes com cancer quando comparado ao grupo controle e também observou
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uma diminuicdo de células CD4* em cédes com carcinoma comparada ao grupo
controle. Também foi observado uma diminuicdo das células CD8" em caes
com osteossarcoma quando comparado ao grupo controle (BILLER et al.,
2010), fato n&o observado neste estudo.

Walter et al. (2006) estudando as células CD4" e CD8" em cées com
linfoma, e osteossarcoma, verificaram que a funcdo das referidas células
permanecia inalterada apds tratamento quimioterapico, comprovando que 0s
caes possuem capacidade de montarem uma resposta IgG especifica contra o
antigeno KLH (keyhole limpet hemocyanin).

Em pacientes humanos acometidos por linfoma Nao-Hodgkin (NHL) de
células B, em regime de quimioterapia padrao, aquele que detinham maior
quantidade de infiltrado de células CD4", no momento do diagnéstico,
apresentavam tempo de sobrevida mais longa do que aqueles com menores
infiltrados de CD4+ (ANSELL et. al, 2001; Xu et al., 2001).

Mitchell et al. (2012) investigaram a funcado das células CD4* e CD8" em
caes com linfoma difuso de grande células B, tratados com doxorrubicina, e
concluiram que a administracdo repetida de doxorrubicina teve pouco efeito
sobre o0 desenvolvimento da resposta imune humoral ou subconjuntos de

linfocitos T circulante.

5.1.4. Avaliacao da relacao Treg/CD8* dos caes controles x pacientes com
linfoma

Neste estudo, a comparacdo da relacdo Treg/CD8" entre pacientes
acometidos por linfoma, no momento do diagnéstico (0,2606%£0,03964) e
animais controle (0,1703+0,05928), nao revelou diferencas significativas
(p=0,1996), como pode ser observado na Figura 10. Da mesma forma a
comparacéao da relagao Treg/CD8" entre os grupos controle (0,1703+0,05928),
GT1(0,2825+0,0655) e GT2 (0,2313+0,0334) (p=0,0735), nao mostrou
diferencas significativas (p=0,0735), dados que podem ser apreciados na
Figura 11.
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Figura 10. Valores da relacdo Treg/CD8" no sangue periférico de caes sadios
(controle) e caes portadores de linfoma, no momento do diagndstico. Os resultados
estao apresentados como média + erro padrao da média.

1.0-
[ |
0.8+ -
0.6
| |
0.4 &
'
0.2 % %
AT N=2 &%
.o = i
0.0 % T T
& o v
Gd':‘ n=12 n=10
n=12

Figura 11. Valores da relagao Tregs/CD8" no sangue periférico do grupo controle,
GT1 e GT2, no momento do diagnostico. Os resultados estdo apresentados como
média * erro padrdo da média.

O'Neill et. al., (2009), observaram aumento da relagao Tregs/CD8" em
caes com cancer, especialmente em caes com linfoma, Biller et al. (2010)
também verificaram tal aumento em cées com osteossarcoma e Chaves (2014)
em caes com mastocitoma. Além disso, os estudos retromencionados

evidenciaram que quanto maior a relacdo Treg/CD8" pior o prognéstico dos
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estados neoplasicos. A discordancia entre os resultados obtidos por estes
autores e aqueles alcancados na pesquisa em tela, pode ser devida ao fato
que Biller et al. (2010) trabalharam com um numero pequeno de caes (n=12)
acometidos por osteossarcoma; O'Neill et. al. (2009), sete caes com linfoma e
Chaves (2014) dezesseis cdes com mastocitoma (oito cdes com mastocitoma
de baixo grau e oito de alto grau). Ja, em nosso estudo foram ensaiados 24
caes com linfoma. Entretanto, nossos dados corroboram aqueles de Munhoz
(2013), que avaliou a relagao Treg/CD8" em 20 caes, com linfoma multicéntrico,
em diferentes momentos da resposta ao tratamento quimioterapico.

O'Neill et al. (2009) e Biller et al. (2010), observaram uma diminuicao
das células CD8", sugerindo que o aumento das Tregs em caes, esta
associado a alguns tipos de cancer e talvez associada com a porcentagem de
supressdo das CD8" circulantes, por isso tiveram um aumento da relacdo
Tregs/CD8", fato ndo observado neste estudo.

Também devem ser levados em consideracao os tipos de neoplasias
que foram analisados e os aspectos imunofenotipicos dos linfomas, pois
sabemos que os linfomas de células T sdo mais agressivos. Neste estudo
foram incluidos apenas trés caes com linfoma de células T (Apéndice B e C).

Uma estratégia para melhor verificar essa relagdo Treg/CD8", seria
acompanhar por um periodo maior 0s pacientes, ja que os linfomas recidivam
frequentemente. Adicionalmente, aumentar o numero de caes acometidos por

linfoma de células B e células T, separadamente.

5.2. Avaliacao da expressao de COX-2 no linfonodo de caes com linfoma

Dos animais do presente estudo apenas trés apresentaram
imunofendtipo T. Dentre esses animais 66,65% (2/3) ndao apresentaram
marcacao para COX-2 e 33,35% (1/3) apresentaram expressao baixa de COX-
2 (escore 1). Vinte e trés animais apresentaram Imunofenétipo B e dentre eles
38% (8/21) nao apresentaram marcacdo para a COX-2 e 62% (13/21)
apresentaram positividade para a COX-2.

Um fato interessante observado neste estudo é que das amostras totais,
58,35% (14/24) foram positivas para a proteina COX-2. E das amostras
positivas 42,8% (6/14) apresentam marcacao forte para a proteina COX-2
(marcagé@o 3 ou 4). Esse achado indica que os animais com linfoma podem se
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beneficiar com a utilizacdo de inibidores da COX-2. Isso também foi
demonstrado por Asproni et. al., (2014), que obtiveram um resultado
semelhante ao deste ensaio, demonstrando que o linfoma canino expressa
COX-2 e que a falta de expressdo de COX-2, em tecidos linféides normais e
hiperplasicos, sugere a utilizagdo de inibidores da COX-2 como um recurso
potencial em favor da acdo terapéutica contra o linfoma canino. Esses
resultados também corroboram os de Bernard et.al., (2009), que observaram a
expressao de COX-2 em linfoma nao-Hodgkin no homem. Ja Mohammedet et.
al, (1999) e Rodrigues et. al, (2011), ndo encontraram expressdo de COX-2 em
linfoma canino e tampouco em linfonodos normais.

Estudos recentes evidenciaram que 57% dos pacientes com linfoma
nao-Hodgkin apresentaram expressao da COX-2 por células tumorais e cujos
pacientes foram mais propensos a ter um crescimento mais agressivo do tumor
(HASAR et. al.,, 2004; O'BARISIK et. al.,, 2010). Além disso, a expressao
elevada de COX-2 foi detectada em linfomas de Burkitt (WUN et. al., 2004) e
nao-Hodgkin, que foram tratados com celecoxib e obtiveram uma redugéo da
proliferacdo e inducao da apoptose em mais de 85% das células do linfoma de
Burkitt (KARDOSH et. al., 2005).
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6. CONCLUSOES

Nas condicoes de realizacdo deste ensaio e em fungdo dos resultados

aqui encontrados, conclui-se que:

v

Céaes acometidos por linfoma apresentam aumento na porcentagem de
Tregs, no sangue periférico, quando comparados com caes saudaveis;

O protocolo poliquimioterapico CHOP (GT1), assim como CHOP +
Firocoxib (GT2), diminuem significativamente a quantidade de células
Tregs, no sangue de caes acometidos por linfoma;

Os caes acometidos por linfoma e tratados com o protocolo CHOP (GTH1)
experimentaram diminuicdo mais brusca de células Tregs, na 5% semana
de tratamento, comparados aqueles do GT2, tratados com
CHOP+Firocoxib;

A relacdo Treg/CD8*, dentro das limitacbes deste estudo, néo
apresentou diferenca na comparacao entre 0s grupos;

Caes acometidos por linfoma expressam COX-2;

Inibidores de COX-2 pode significar uma nova ferramenta no auxilio a

quimioterapia de caes acometidos por linfoma multicéntrico;

A utilizacao de inibidor de COX-2 pode ser uma estratégica terapéutica
para paciente que ndo podem utilizar a prednisona;
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Apéndice A

Tabela A. Dados referentes aos animais do grupo controle, em relagao a raga, sexo e
idade. Jaboticabal, 2014.

Animal Raca Sexo Idade
C1 Sem raga definida Macho 4 anos
C2 Doberman Fémea 5 anos
C3 Beagle Fémea 8 anos
C4 Sem raga definida Macho 6 anos
C5 Sem raca definida Macho 4 anos
C6 Sem raga definida Fémea 4 anos
Cc7 Sem raga definida Macho 12 anos
C8 Sem raga definida Fémea 6 anos
C9 Sem racga definida Fémea 14 anos
C10 Labrador Macho 2 anos
C11 Sem raga definida Macho 7 anos

C12 Sem raga definida Fémea 8 anos
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Apéndice B

Tabela B. Dados referentes aos animais do grupo tratado 1 (GT1 — Protocolo CHOP),
em relagdo a idade, sexo, raca, histopatolégico, imunofenétipo e estadiamento.
Jaboticabal, 2014.

Imunofe- Estadia-

Animal Idade Sexo Raca Tipo histolégico nétipo mento
1 5 anos M Rottweiler Grandes Células Imunoblastico B b
2 7 anos F Beagle Plasmocitéide T IVa
3 9 anos F Poodle BurkittLike B Vb
4 7 anos F Dog Alemao Difuso de Grandes Células T la
5 5 anos F Rottweiler Difuso de Grandes Células B b
6 6 anos M Rottweiler Linfoblastico B Vb
7 5 anos M SRD Difuso de Grandes Células B IVa
8 8 anos F Pinscher Difuso de Grandes Células B Vb
9 11 anos F Rottweiler Difuso de Grandes Células B IVb
10 5 anos F Rottweiler Difuso de Grandes Células B Va
11 11 anos F Poodle Difuso de Grandes Células B IVb
12 7 anos M SRD Difuso de Grandes Células B IVa
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Tabela C. Dados referentes aos animais do grupo tratado 2 (GT2 — Protocolo CHOP +

Firocoxib), em relagdo a idade, sexo, raga, histopatolégico, imunofenétipo e
estadiamento. Jaboticabal, 2014.

Animal Idade Sexo Raca Tipo histolégico Ir:g::::a- E;frii:
1 8 anos F Rottweiler Difuso de Grandes Células B IVa
2 12 anos F SRD Difuso de Grandes Células B IVb
3 13 anos F PitBull Difuso de Grandes Células B IVa
4 7 anos F Poodle Linfoblastico T IVa
5 6 anos F Basset Hound Difuso de Grandes Células B IVb
6 9 anos M SRD Folicular grau lll B IVa
7 4 anos M Maltés Difuso de Grandes Células B llla
8 13 anos F Boxer Difuso de Grandes Células B IVa
9 12 anos M SRD Difuso de Grandes Células B IVa
10 7 anos F Fox Terrier Difuso de Grandes Células B IVb
11 9 anos F PitBull Difuso de Grandes Células B IVa
12 4 anos M Maltés Difuso de Grandes Células B IVa
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Apéndice D

Tabela D. Porcentagens individuais referentes as subpopulagbes celulares CD4",
CD8", Treg e Treg/CD8", do grupo controle. Jaboticabal, 2014.

%Treg %CD4 %CD8 Treg/CD8
(gate CD4) (gate linf T) (gate linf T) (gate linf T)
Animais
1 5,16 64,64 31,3 0,1067
2 5,2 56,64 21,81 0,1288
3 8,62 53,21 27,66 0,2126
4 3,28 15,56 68,14 0,0166
5 6,03 54,33 25,98 0,1236
6 6,95 53,35 24,65 0,1493
7 5,52 16,08 75,09 0,0932
8 3,17 56,6 28 0,0775
9 6 57,5 28 0,1286
10 3 67,1 13,5 0,1555
11 1,73 54,75 26,1 0,0490

12 13,4 62,4 11,1 0,8018
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Tabela E. Porcentagem individuais referentes as populagbes de Treg e relacédo
Treg/CD8", antes (M0O) e ap6s o tratamento quimioterapico (M5 e M20), dos animais

com linfoma do GT1. Jaboticabal, 2014.

Treg (gate CD4)

Treg/CD8 (gate linf T)

GT1 Mo M5 M20 Mo
1 19,39 7,01 - 0,5028
2 19,93 7,93 6,56 0,1572
3 28,16 6,07 - 0,2061
4 35,5 3,1 3,17 0,1037
5 10,5 4,2 3,74 0,1579
6 17 9,7 8,52 0,0667
7 17,6 11,2 10,4 0,3644
8 8,15 4,4 5,59 0,3594
9 20,5 6,43 16,5 0,8613
10 32,5 13,8 - 0,1304
11 17,13 18,25 - 0,3581
12 18,55 12,27 14,8 0,1224

* MO= momento do diagnéstico; M5= apds o primeiro ciclo da quimioterapia; M20=

apos a ultima semana de quimioterapia.
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Apéndice F

Tabela F. Porcentagem individuais referentes as populacbes de Treg e relagcédo
Treg/CD8", antes (M0O) e ap6s o tratamento quimioterapico (M5 e M20), dos animais
com linfoma do GT2. Jaboticabal, 2014.

Treg (gate CD4) Treg/CD8 (gate linf T)
GT2 MO M5 M20 MO
1 10,1 4,22 3,8 0,2781
2 14,2 6,56 5,62 -
3 14,8 13,2 - 0,3043
4 10,6 8,1 - 0,0615
5 12,9 7,3 6,8 0,3041
6 10,5 8,8 - 0,2917
7 13,8 7,8 - 0,3487
8 9,8 8,8 - 0,1046
9 14,2 5,33 - 0,2293
10 - 11,6 6,4 -
11 - 9,85 10,4 -
12 17 6,1 - 0,1592

* MO= momento do diagnéstico; M5= apds o primeiro ciclo da quimioterapia; M20=
apos a ultima semana de quimioterapia.
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Apéndice G

Tabela G. Porcentagem individuais referentes as populacées de células CD4" e CD8",
antes (M0) e ap6s o tratamento quimioterapico (M5 e M20), dos animais com linfoma
do GT1 (CHOP). Jaboticabal, 2014.

%CD4 (gate linf T) %CD8 (gate linf T)

GT1 MO M5 M20 MO M5 M20
1 49,7 40,61 - 24,96 16,64 -
2 33,18 40,48 79,8 54,89 50,47 11,7
3 31,9 31,74 - 56,97 53,44 -
4 40,8 45,3 - 16,3 33,8 -
5 52,6 68,3 67,1 34,2 20,5 20,3
6 7,9 49,3 42,8 15,33 19,6 32,3
7 46,5 58,5 41,8 22,5 18,9 22,2
8 64,2 63,2 58,2 12,8 14,1 16,2
9 68,3 56,6 57,3 17,3 20,8 25
10 57,8 70 62,9 16,1 14 18,8
11 47,66 43,68 - 23,71 28,51 -
12 45,7 51,56 66,1 15,33 19,6 19,3

* MO= momento do diagnéstico; M5= apds o primeiro ciclo da quimioterapia; M20=
apos a ultima semana de quimioterapia.
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Apéndice H

Tabela H. Porcentagem individuais referentes as populacdes de células CD4* e CD8",
antes (M0) e ap6s o tratamento quimioterapico (M5 e M20), dos animais com linfoma
do GT2 (CHOP + Firocoxib). Jaboticabal, 2014.

%CD4 (gate linf T) %CD8 (gate linf T)

GT2 MO M5 M20 MO M5 M20
1 56,5 50,7 54,1 15,5 9,56 17
2 58,2 48,8 49,3 - 17,1 13,2
3 56,5 66,6 - 32,2 19,6 -
4 37,6 32,4 - 39 33,2 -
5 60,5 60,7 50,4 19,4 16,4 26,8
6 65 54,9 - 19,2 24,3 -
7 54,6 57,2 - 19,5 26,4 -
8 48,1 37,2 - 23,9 38,3 -
9 55,5 57,2 - 15,7 18,6 -
10 - 66,2 57,9 - 17,6 26,3
11 45,5 49,6 49,8 16,4 30,8 33,4
12 48 54 - 38,3 30,2 -

* MO= momento do diagnéstico; M5= apds o primeiro ciclo da quimioterapia; M20=
apos a ultima semana de quimioterapia.



