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CARACTERIZACAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE CELULAS DO INFILTRADO
INFLAMATORIO E DE CITOCINAS PRO E ANTI-INFLAMATORIAS NOS

CARCINOMAS MAMARIOS CANINOS

RESUMO- A inflamacgao € um componente critico para a progressao de tumores
e sua malignidade esta correlacionada com a resposta inflamatéria induzida por
citocinas e leucécitos infiltrados no sitio tumoral. O presente estudo teve por objetivo
caracterizar, por imuno-histoquimica, o infiltrado inflamatério e citocinas pré e anti-
inflamatoérias nos carcinomas mamarios caninos e determinar a identidade molecular
dos tumores em luminal A ou B, C-erbb-2 ou basal. Para isso fez-se a imunodeteccéao
de macréfagos, linfocitos (CD4, CD8, Treg), citocinas (MIF, IL-10, IL-4 e TGF-B e IFN-
Y), além de C-erbb-2, receptor de estrégeno e receptor de progesterona e avaliou-se as
meédias das imunomarcagdes por meio do Teste T e analise de variancia nos tecidos
mamarios com ou sem carcinomas. Houve diferenca estatistica (p<0,0001) entre o
grupo controle e o grupo de animais com carcinoma mamario simples em todos os
parametros avaliados, apresentando aumento nas médias de animais acometidos por
neoplasias. Quando ocorreu a divisdo por tipo histolégico, todos os anticorpos
apresentaram diferenga com o grupo controle (p<0,0001). Os carcinomas mamarios
simples (tubulares e papilares) apresentaram aumento na contagem de macrofagos,
linfécitos T, linfécitos T auxiliares, T regulatérios, assim como, aumento na
imunomarcacao das citocinas MIF, IL-10, IL-4 e TGF-B em comparagdao ao grupo
controle. Os carcinomas mamarios solidos tiveram menor detec¢cdo de macréfagos e
das subpopulag¢des de linfocitos T, bem como de IFN-y, IL-4 e TGF-3, possivelmente
por um menor estimulo do sistema imune como mecanismo de evasao. Os macrofagos
e linfécitos T CD4, bem como a citocina IL-10 foram predominantes no padréo tubular.
Os carcinomas mamarios caninos apresentam um perfil celular e de citocinas com agao
pré-tumor, favorecendo seu crescimento e metastase. Na identificagdo molecular os
tumores basais apresentaram menor imunomarcacéao para CTLs e IL-4.

Palavras chaves: Cao, evasao tumoral, neoplasia mamaria e resposta imune
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IMMUNOHISTOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF INFLAMMATORY CELLS AND
PRO AND ANTI-INFLAMMATORY CYTOKINES IN CANINES BREAST

CARCINOMAS

ABSTRACT- Inflammation is a critical component of tumor progression and its
malignancy is correlated with the inflammatory response induced by cytokines and
infiltrating leukocytes in the tumor site. This study aimed to characterize, by
immunohistochemistry, the inflammatory infiltrate and pro- and anti-inflammatory
cytokines in canine mammary carcinomas and determine the molecular identity of
tumors in luminal A or B, C-erbB-2 or basal. For this, we made immunodetection of
macrophages, lymphocytes (CD4, CD8, Treg), cytokines (MIF, IL-10, IL-4 and TGF-
and IFN-y), further on c-erbB-2, estrogen receptor and progesterone receptor and
evaluated the average of immunostainings through the T test and analysis of variance in
the breast tissue with or without carcinomas. There was statistical difference (p <0.0001)
between the control group and the group of animals with simple breast carcinoma in all
parameters, an increase in average animal affected by cancer. When the split occurred
by histological type, all antibodies showed differences with the control group (p
<0.0001). Simple breast carcinoma (papillary and tubular) showed increased
macrophage counts, T lymphocytes, T helper Ilymphocytes, regulatory T as well as
increase in the immunostaining of the cytokines MIF, IL-10, IL-4 and TGF- compared to
control group. The solid breast carcinomas have had a decreased of macrophages and
subsets of T lymphocytes and IFN-y, IL-4 and TGF-B, possibly for less stimulation of the
immune system as evasion mechanism. The macrophages and T CD4 + lymphocytes
and IL-10 cytokine were prevalent in the tubular pattern. The canine mammary
carcinomas have a cell profile and cytokines with pro-tumor action, favoring their growth
and metastasis. In the basal molecular identification tumors has lower immunostaining of
CTLs and IL-4.

Keywords: Breast cancer, dog, immune response and tumor evasion
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1.INTRODUGAO

A inflamacao desempenha importante papel na progressdo das neoplasias,
tanto em humanos como em animais. Varios estudos em humanos destacam a
importancia da resposta inflamatdria contra as células neoplasicas e a correlagéao
clinica com o valor progndstico e de malignidade.

A resposta imune antitumoral eficiente caracteriza-se pela ativagdo da resposta
imune celular e por um perfil de citocinas pré-inflamatérias, que irdo controlar o
crescimento do tumor. No entanto, nas neoplasias malignas a ativagao deste tipo de
resposta nao é eficiente por varios fatores. Em estudos prévios do nosso grupo de
pesquisa com tumores mamarios caninos, verifica-se que as células dendriticas, que
sao essenciais na ativagdo da resposta imune contra as células tumorais,
apresentavam falhas na sua maturagédo e, portanto, ndo exerceram uma eficiente
ativacao de linfocitos T, refletindo no perfil de citocinas produzidas no microambiente
tumoral. Da mesma forma observou-se que os macréfagos e linfécitos associados aos
tumores eram mais numerosos nos tumores mais agressivos. Demonstrou-se ainda
que a expressao de citocinas, como a IL-4 e IL-10, apresenta relagao direta com a
malignidade dos tumores mamarios.

Estudos com enfoque nas respostas inflamatdrias induzidas por linfocitos T
auxiliares, citotéxicos e regulatorios e sua relagdo com o perfil de citocinas produzidas
nos carcinomas mamarios simples caninos podem permitir um melhor entendimento

do desenvolvimento tumoral. A partir disso, mais investigagdes podem ser feitas com



o objetivo de determinar condutas terapéuticas mais eficientes, como a modulagéo da
resposta imune e a utilizagao de terapias humorais.

A determinacdo de marcadores de prognostico na imunomarcagcao de
determinados receptores estrogénicos (Estrégeno e Progesterona) e do marcador C-
erbb-2, fornecendo uma identificagcdo molecular das neoplasias mamarias pode trazer

novas estratégias de tratamento e determinar o progndstico das neoplasias mamarias.



2. REVISAO DE LITERATURA

As neoplasias mamarias representam aproximadamente 50% de todas as
neoplasias em caes (KUMARAGURUPARAN et al.,, 2006a; KENNEDY; MILLER,
1993), sendo que as de carater maligno representam cerca de 40 a 50% (SARLI et
al., 2002). Os tumores mamarios de origem epitelial (tipo simples) sdo os mais
comuns e sua etiologia é multifatorial (KUMARAGURUPARAN et al., 2006b).

Os carcinomas simples sao relativamente frequentes em céaes, sendo o padrao
tubular predominante. O carcinoma tubular é caracterizado pela proliferacéo epitelial
arranjada em uma forma predominantemente tubular. A quantidade de estroma pode
variar consideravelmente. Estes tumores tém uma forte tendéncia a infiltrar tecidos e
vasos circundantes. A infiltracdo linfocitica do tumor ¢é frequente, em
aproximadamente 50% dos casos e focos de necrose sdo frequentes (CASSALI et al.,
2014; BABA; CATOI, 2007).

Carcinomas papilares sao tumores histologicamente caracterizados por
proliferacdo epitelial papila rarborescente, com estroma fibrovascular central, com
células geralmente bem diferenciadas, com um baixo a moderado grau histolégico e
moderada atividade mitética e pleomorfismo. Os tumores com areas tubulares e
papilares ndo sao raros. Quando carcinomas exibem mais de 60% de areas tubulares
sao classificados como tubular, se exibem mais de 60% de areas papilares eles sao
considerados papilares (CASSALI et al., 2014; BABA; CATOI, 2007).

O carcinoma solido € um tipo comum de tumor mamario em caes, sendo que o

carcinoma solido é provavelmente uma forma mais avangada de outros tipos de



carcinoma, sendo muitas vezes observado quando os tumores se desenvolvem por
longos periodos de tempo sem intervengdo cirurgica. Microscopicamente, existe
proliferagdo de células epiteliais organizados numa disposi¢ao sélida, células tumorais
indiferenciadas, com nucleos pequenos e hipercromaticos, indice mitético e
pleomorfismo elevados e a presenga de um infiltrado linfoplasmocitario de moderado
a intenso (CASSALI et al., 2014; BABA; CATOI, 2007).

O prognéstico das neoplasias mamarias malignas esta associado ao tamanho
do tumor primario, com a classificagao histolégica e com a expressao de oncogenes
(HELLER et al., 2005). A invasao do estroma por células neoplasicas e a presencga de
€émbolos neoplasicos em vasos também sao aspectos relevantes (SARLI et al., 2002).
O tipo e intensidade do infiltrado inflamatério no carcinoma tumoral também apresenta
valor progndstico importante (ESTRELA-LIMA et al., 2010).

A inflamagao € um componente critico para o desenvolvimento tumoral, haja
vista que muitos tumores surgem em locais de infecgdo ou inflamagao crénica. O
papel da inflamagao crdnica na carcinogénese foi proposto por Rudolf Virchow em
1863, ao observar a presenca de leucécitos em tecidos tumorais. Virchow postulou
que um meio inflamatdério promove um ambiente celular que orienta a iniciagdo e o
desenvolvimento tumoral (CARVALHO et al., 2014).

A imunologia tumoral baseia-se em dois mecanismos importantes, a
imunovigilancia e a evasdo do sistema imune (SlI). A imunovigilancia envolve
mecanismos de destruicdo das células tumorais, tanto pela agdo da imunidade inata,
mediada por macréfagos e células exterminadoras naturais (NK), quanto pela

adquirida, mediada por linfocitos T, que desencadeiam uma resposta imune celular



(ABBAS; LITCHTMAN; PILLAI, 2012). A evaséao do S| permite as células neoplasicas
criarem um ambiente de tolerancia, levando ao crescimento e a malignidade tumoral
por meio de uma variedade de mecanismos que incluem a produgao de citocinas
imunossupressoras e alteragdes nas fungdes de células dendriticas (DC) (DUNN;
OLD; SCHREIBER, 2004; ODA et al., 2008; SATYAM et al., 2011). Reome et al.
(2004) afirma que a malignidade dos tumores mamarios (TM) pode estar relacionada
com a resposta inflamatéria induzida por linfocitos e outras células inflamatdrias

infiltradas no sitio de crescimento tumoral.

2.1 Macréfagos

E amplamente reconhecido que os macréfagos associados ao tumor (TAM)
representam um importante componente do infiltrado leucocitario na maioria das
neoplasias malignas. Os TAMs d&o suporte ao crescimento tumoral pela secrecao de
citocinas, que promovem a proliferagdo e a angiogénese, e de metaloproteinases, que
possibilitam a invasao e formacao de metastase para sitios distantes. Os TAMs ainda
inibem a atividade de linfécitos no sitio tumoral pela producdo de citocinas
imunossupressoras como a Interleucina 10 (IL-10) e pela produgao de prostandides.
Em decorréncia disso, os macrofagos ndo apenas falham na eliminagao de células
tumorais como podem, ainda, contribuir para a progressao tumoral (HAGEMANN et
al., 2005). Isso se deve ao fato de haver dois fendtipos distintos de macréfagos,
apresentando ag¢ao anti ou pro-tumoral.

Os macroéfagos do tipo 1 (M1) se comportam como macréfagos apresentadores

de antigenos, com acéao citotdéxica por meio de espécies reativas de oxigénio e sao



potentes células antitumorais (SICA et al., 2008). Eles séo ativados pela via classica,
por meio da agao de citocinas, como o interferon gama (IFN-y), e apresentam
complexos principais de histocompatibilidade (MHC) do tipo | e Il, mas tem um
predominio de resposta do tipo | (GORDON, 2003; MANTOVANI; SICA; LOCATI,
2005).

Os Macrofagos do tipo 2 (M2), por estarem fortemente associados a
angiogénese e ao remodelamento da matriz extracelular (MEC), apresentam agéo
pro-tumoral e estdo relacionados ao crescimento do tumor (MANTOVANI; SICA;
LOCATI, 2005; SICA et al., 2008; HAO et al., 2012). Os M2 sio ativados pela via
alternativa, constituida por varias citocinas, tais como a interleucina 4 (IL-4) e a IL-10
(GORDON, 2003).

A hipoxia tecidual decorrente do crescimento tumoral induz os TAMs a
produzirem diversos fatores angiogénicos, como o fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), além de
proteases extracelulares como as metaloproteinases 1, 2, 3, 9 e 12, a plasmina e a
uroquinase ativadora de plasminogénio (SIVEEN; KUTTAN, 2009).

A manutencao dos TAMs no sitio tumoral pode ser influenciada por citocinas,
entre as quais, o fator de inibicdo de migragdo dos macréfagos (MIF), uma citocina
pleiotropica e reguladora positiva da imunidade do hospedeiro que promove a
resposta inflamatéria celular. O MIF é um mediador importante da ativacdo de
macrofagos pela via alternativa, isto €, macrofagos do tipo 2, e na expressao de

fatores pro-angiogénicos. O MIF ainda suprime ativamente as respostas dos linfocitos



antitumorais e pode aumentar as taxas de produgcdo de metaloproteinases de
macrofagos, facilitando a invasdo de células tumorais (YADDANAPUDI et al. (2013);
VERJANS et al., 2009; HAGEMANN et al., 2005). Lo et al. (2013) demonstraram que
o MIF esta associado a angiogénese e a implantacdo de metastases em linfonodos
ocasionados por carcinomas nasofaringeos em humanos e contribui para a
proliferagdo celular e a tumorigénese. O MIF ndo é secretado apenas por células
imunes, mas também por células tumorais sob estimulo inflamatério ou de estresse
(VERJANS et al., 2009; ARMSTRONG et al., 2008).

Estudos demonstram que ha relagao entre a secre¢ao de MIF, a agressividade
0 potencial metastatico de tumores, sugerindo uma importante contribuicdo de MIF
para a malignidade do tumor (ODA et al., 2008). Segundo Verjans et al. (2009), MIF
tem sua secregdo aumentada em varios tipos celulares no tecido mamario neoplasico
humano, mas seu papel funcional na patogénese deste tumor continua pouco

entendida.

2.2 Linfécitos T citotéxicos (CD8), T auxiliares (CD4) e regulatérios

Os linfocitos T (CD3) secretam varias citocinas, as quais apresentam
importante papel na resposta antitumoral, promovendo uma resposta imune longa e
duradoura contra as células tumorais (HORIUCHI, et al., 2007; CHIKAMATSU et al.,
2008).

Os linfocitos T podem diferenciar-se em linfocitos T citotoxicos CD8* (CTL) ou

T auxiliares CD4 (T CD4). Os CTL podem reconhecer e eliminar as células tumorais



que expressem peptideos apresentados por receptores do tipo MHC |, liberando
granulos de agéo citotoxica e secretando IFN-y (ABBAS; LITCHTMAN; PILLAI, 2012;
CHIKAMATSU et al., 2008; HORIUCHI et al., 2007). As barreiras que impedem o
reconhecimento do tumor pelas CTLs incluem varios mecanismos, tais como o
sequestro de antigenos associados aos tumores e do MHC, perda de moléculas co-
estimulatorias e outras moléculas necessarias a ativacdo dos CTLs (CARVALHO et
al. 2014).

Os linfocitos T auxiliares CD4* subdividem-se em linfocitos auxiliares 1 (Th1) e
linfécitos auxiliares 2 (Th2), cada qual com um perfil de citocinas especificas,
responsaveis pelo equilibrio imune do organismo. Os linfocitos Th1 produzem INF-y,
interleucina 2 (IL-2) e TNF-a. Os linfécitos Th2 produzem interleucinas (IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 e IL-13). Funcionalmente, o linfécito Th1 desenvolve uma resposta imune celular
com acao antitumoral, enquanto que o Th2 desenvolve uma resposta imune humoral,
com agao pro-tumoral. A propor¢ao balanceada na resposta imune deve-se a uma
retroalimentagédo negativa equilibrada. Para tanto, o IFN-y possui um efeito supressor
sobre as citocinas dos linfocitos Th2, enquanto a IL-4 e a IL-10 suprimem as citocinas
dos linfécitos Th1 (REED, 1995; YAMAZAKI et al., 2002; HORIUCHI, et al., 2007).

A liberagdo e fungédo destas citocinas sédo reguladas por outras citocinas e
fatores de transcrigdo. Em alguns estudos, sugere-se que as neoplasias malignas
possam suprimir a resposta antitumoral dos linfécitos Th1 nos tecidos e na circulagao.

A tendéncia a formacao de linfocitos Th2 na resposta imune ao cancer tem um papel



importante na imunossupressao tumoral e, ocasionalmente, interfere no sucesso
terapéutico (SATYAM et al., 2011).

Os linfécitos T regulatérios (Tregs) sdao um constituinte particular da populagéo
de linfécitos T auxiliares CD4, que modulam os efeitos do sistema imune, inibindo a
atividade de outros linfocitos T auxiliares, CTLs, linfécitos B e células exterminadoras
naturais (NK) (RISSETO et al., 2010). Esses efeitos supressivos sao mediados por
citocinas imunossupressoras como o fator de transformag¢do do crescimento beta
(TGF-B) e a IL-10 ou pelo contato direto entre as células (BILLER et al., 2007;
O’NEILL et al., 2009). Os linfécitos Treg contribuem significativamente para a ativagéao
de linfocitos Th2 e para a supressdo de Th1 em pacientes com tumores (BOSE et al.
2009; SATYAM et al., 2011). Sob a influéncia de IL-4, as células tumorais aumentam
a regulagdo da expressdo de IL-10 e a diminuicdo da funcdo das células NK,
colaborando com a sobrevivéncia, o crescimento e a metastase nas neoplasias
malignas (SATYAM, et al., 2011).

No organismo higido, as Tregs desenvolvem um papel critico na prevengao de
doencgas autoimunes, na manutencao da tolerancia periférica (BILLER et al., 2007) e
limitam a resposta imune aos patégenos (SUFFNER et al., 2010). No paciente com
cancer ha evidéncias de que as Tregs possam ser induzidas também pela neoplasia e
suprimam a resposta imune aos antigenos tumorais (STANDISH et al., 2008). Como
em outros pacientes oncoldgicos, os pacientes com tumores mamarios apresentam
um aumento no numero de Tregs na circulagdo sanguinea e no sitio tumoral primario.

Este aumento relaciona-se significativamente com a malignidade da neoplasia, coma
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amplificagdo do oncogene C-erbb-2[um receptor de membrana tirosina quinase, com
funcao de fator de proliferagdo, também conhecido como receptor 2 proto-oncogénico
do fator de proliferacéo epidermal humano (Her2/neu)], além da perda de expressao
de receptores para estrogeno (RE) e para progesterona (RP) (MENETRIER-CAUX et
al., 2009).

O aumento no numero de Tregs no sitio tumoral pode ser induzido por altas
concentragbes de TGF-B, produzido pelo proprio tumor (O’NEILL et al., 2009). Assim
como em humanos, em cédes verificou-se um aumento na populagdo de Tregs em
varios tipos de tumores e, também verificou-se que a porcentagem de Tregs em
tumores metastaticos caninos € significativamente maior que naqueles que n&o
apresentam metastases (HORIUCHI et al., 2009).

As células Treg naturais expressam CD4 e CD25 em sua membrana e também
o fator de transcricdo FoxP3 (O'NEILL et al., 2009). Os linfocitos Tregs caninos
induzidos por contato (CD4+ CD25-), assim como os humanos, falham em obter a
expressao de FoxP3, estando esta expressao limitada aos linfécitos T com fendtipo
regulatdrio nativo, por isso, a expressao de FoxP3 é atualmente o melhor método de
quantificar as Tregs naturais em caes (BILLER et al., 2007). O FoxP3 é uma proteina,
membro da familia FOX de reguladores de transcricdo, envolvida na regulagdo do
desenvolvimento e da funcionalidade do sistema imune. Esta proteina desempenha
um papel crucial na geracdo de Tregs e a perda da sua transcrigdo leva ao

decréscimo destas células, resultando em linfoproliferagédo autoimune fatal, enquanto
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que a expressao exacerbada de FoxP3 gera uma imunodeficiéncia grave (MERLO et

al., 2009).

2.3 Citocinas

O IFN-yé uma citocina conhecida por ativar linfocitos Th1 e células NK, sendo
produzida em resposta a presenca de tumores. O IFN-yage também diretamente
sobre DCs para promover a sua maturagao, evitar a redugcdo de sua atividade e
aumentar a atividade de supressao ao crescimento tumoral. Assim, a imunidade
contra os tumores pode ser eficientemente aumentada para melhorar a resposta
clinica, desde que o IFN-yseja mantido em um ambiente rico em DCs (MITO et al.,
2010). Entretanto, o IFN-y estd normalmente suprimido durante o desenvolvimento
tumoral, pois é a principal citocina de ativagao do perfil Th1 e importante para a agao
antitumoral (REOME et al., 2004). O IFN-ypode ativar o STAT-1, desencadeando uma
resposta pro-tumoral, sendo um mecanismo de evasao tumoral ainda nao totalmente
elucidado, mas que parece estar relacionado com uma fase tardia do
desenvolvimento neoplasico mamario, pela mobilizacdo de células supressoras
derivadas do tecido mieloide e a inibicdo de linfécitos T (PEROU et al.,1999; HIX et
al., 2013).

A IL-10 desenvolve importante papel na inibicdo da ativacdo de macrofagos,
limitando a produgéo de IL-1, IL-6 e TNF-a. Inibe a ativagdo antigeno especifica dos
linfécitos T, pela regulacdo negativa das células apresentadoras de antigenos,

inibindo a expanséo de linfocitos T, pela inibicdo da producao de IL-2. A sua produgao
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aumenta a expressdao de MHC-Il em linfécitos B e inativa a resposta Th1,
principalmente pela inibicdo da produg¢ao do IFN-y. A IL-10 também inibe a liberagao
de citocinas, a partir de macréfagos e, estimula a multiplicagdo de mastocitos (HODI,
SOIFFER, 2002). Atua ainda promovendo efeitos supressivos sobre a agao dos
linfécitos T CD4, por meio da formacao de Tregs (BILLER et al., 2007; O’NEILL et al.,
2009).

A IL-4 é a principal citocina sinalizadora para uma resposta do tipo Th2 (REED,
1995; SATYAM et al., 2009). O aumento da expressao de IL-4 relaciona-se com a
ativagdo e manutengdo de macrofagos do tipo M2 no sitio tumoral, auxilia a
progressao do tumor e esta associado a malignidade tumoral, segundo estudos de
Reome et al. (2004) e Satyam et al. (2009). As células epiteliais neoplasicas também
sdo capazes de secretar IL-4 (ZHANG et al., 2008), sugerindo efeitos paracrinos em
outras células, aumentando a secrecao de citocinas Th2.

O TGF-B atua sobre os macréfagos, polarizando-os para um fenétipo tipo M2,
inibe a atividade das células NK, estimula a diferenciacédo das células T CD4* em Th2,
inibindo a atividade dos CTL e estimulando a diferenciacdo das células T em Tregs,
possuindo, portanto, um carater imunossupressor sobre a resposta inume inata, assim

como na adquirida (HAO et al., 2012).

2.4 Identidade molecular por imunomarcag¢ao dos receptores para estrégeno e

progesterona e de C-erbb-2.
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Os REs e os RPs tém sido utilizados desde dos anos 1970 no manejo clinico
de TM humanos como um indicador da resposta endécrina e como fator prognéstico
para a recidiva precoce. A presenga de RPs tem grande valor preditivo para os
pacientes humanos com TM, indicando uma melhor resposta ao tratamento
(BARDOU et al., 2003).

As vias de sinalizacdo estrogénicas estdo envolvidas no crescimento e
desenvolvimento de tumores da mama por meio da ativagdo do receptor de
estrogeno. As células da maioria dos canceres de mama expressam altos niveis de
RE e exibem uma proliferagao celular estrogeno dependente. Os REs participam da
requlacédo de diversos eventos celulares, incluindo o crescimento celular e a
apoptose, atuando como fator de transcricao de ativacdo da expressao de genes alvo
(IJICHI et al., 2011).

O C-erbb-2 é uma proteina membro da familia das tirosinas quinases que ligam
o fator de crescimento epidérmico e outras moléculas assemelhadas e séao
fundamentais para o desenvolvimento de diversos 6rgdos e sistemas e, quando
ativos, unem-se em dimeros, se transfosforilam, e passam a ser capazes de
transduzir sinais intracelulares, afetando o crescimento celular, inibindo a apoptose, a
migragdo, a invasividade e a angiogénese, levando a progressdo de tumores
malignos (FREITAS, 2008). Em humanos, alteracbes na expressao de C-erbb-2
contribuem para a tumorigénese dos canceres de mama. Pacientes exibindo
superexpressao de C-erbb-2 tendem a ter menor tempo de remissdo, menor tempo de
sobrevivéncia e, geralmente, um progndstico ruim. Em oposigédo, caes com TM C-

erbb-2 positivos tinham mais tempo de sobrevivéncia global o que caes C-erbb-2
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negativos. As razdes para a diferenca da superexpressao de C-erbb-2 entre o TM
humano e o TM canino permanecem desconhecidos (HSU et al., 2009).

O indice de mortalidade de mulheres devido ao cancer de mama vem
declinando nas ultimas décadas devido a varios fatores como, por exemplo, o
tratamento precoce e uma maior variabilidade de tratamentos (RASOTTO et al.,
2014). Segundo Sassi et al. (2010), a classificagcdo dos TM caninos, assim como em
humanos, quanto a sua identidade molecular em luminal A (Receptor de estrégeno
(RE) ou receptor de progesterona (RP) positivo e C-erbb-2 negativo), luminal B (RE
ou RP positivo e C-erbb-2 positivo), C-erbb-2 (RE e RP negativos e C-erbb-2 positivo)
e basal (RE, RP e C-erbb-2 negativos) pode interferir no prognéstico do tumor.

Beha et al. (2014) cita que nos TM caninos e felinos, assim como nos
humanos, o sistema de classificacdo baseado em uma identificagdo molecular é
adotado como ferramenta preditiva para o prognostico, assim como para nortear a
conduta terapéutica. Assim, enquanto os carcinomas mamarios luminais teriam boa
resposta aos tratamentos enddécrinos associados a quimioterapia, os C-erbb-2 seriam
adequados a uma terapia humoral anti-C-erbb-2. Por outro lado, os tumores basais
nao sao responsivos aos tratamentos enddcrinos ou humorais, sendo tratados apenas
com quimioterapia ou cirurgia (BRUNETTI et al. 2013).

Na pratica diagnédstica, a confecgdo de um painel imuno-histoquimico € uma
ferramenta capaz de identificar esses subtipos tumorais, sendo mais pratico para o
clinico do que a caracterizagado do perfil de expressao génica destes tumores por

técnicas moleculares (RASOTTO et al., 2014).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais
O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar, por meio da imuno-
histoquimica, as células do infiltrado inflamatério e as citocinas pré e anti-

inflamatdérias nos carcinomas mamarios caninos.

3.2 Objetivos especificos
Os objetivos especificos sao:

e Determinar a propor¢cdo de macréfagos, linfécitos T, linfocitos T auxiliares,
CTLs, IL-10, IL-4, INF-y, Tregs e MIF, nos carcinomas mamarios simples
caninos, por meio de imuno-histoquimica.

o Realizar a classificacdo da identidade molecular pela imunomarcagao

dos receptores de estrégeno e progesterona e de C-erbb-2.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Grupos experimentais

Neste estudo prospectivo foram utilizadas 81 amostras de tecido mamario de

cadelas, pertencentes a animais sem predisposi¢cao racial, de idade ou peso. Para

tanto, instituiram-se dois grupos experimentais:

1.

Grupo controle (GC), com 9 amostras de tecidos mamarios de cadelas.
Os animais que compdem o GC foram encaminhados ao Departamento
de Patologia Veterinaria da FCAV-UNESP, devido a 6bito por causas
distintas. Apenas foram utilizados animais que nao apresentaram

qualquer evidéncia de neoplasia, mastite ou processo infeccioso.

. Grupo com amostras de tecidos de animais acometidos por tumores

mamarios classificados como carcinomas simples (GT), com 72 duas
amostras de carcinomas simples como unica neoplasia do paciente e
auséncia de outras doencas infecciosas ou outras alteracbes mamarias.
As amostras que compdéem o GT foram colhidas no Servico de
Obstetricia Veterinaria e no Servigco de Oncologia Veterinaria, da FCAV-
UNESP, Jaboticabal, SP. As colheitas ocorreram no periodo de marcgo

de 2011 a margo de 2014.

Posteriormente, o GT foi subdividido em:

Grupo constituido por carcinomas papilares (GCP): 25 amostras.
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e Grupo constituido por carcinomas tubulares (GCT): 27 amostras.
e Grupo constituido por carcinomas solidos (GCS): 20 amostras.

Esta subdivisdo possibilitou confrontar os diferentes tipos histolégicos de
carcinomas mamarios simples sempre que houve diferenga estatistica entre o GC e o

GT para identificar os tipos histologicos mais afetados por um determinado parametro.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP - Jaboticabal pelo

Protocolo n°® 005925/13.

4.2Analise Histopatologica

Os fragmentos de tecido mamario do GC foram colhidos durante a necropsia
dos animais. Os fragmentos de tumor mamario dos animais do grupo GT foram
colhidos por apés mastectomia. Logo apds a colheita, os fragmentos foram imersos
em solugdo de formol a 10%, tamponado com fosfatos (pH 7,4) para fixagéo por 48
horas, sendo posteriormente armazenados em alcool 70% até o processamento
rotineiro e inclusdo em parafina realizado no Departamento de Patologia Veterinaria
da FCAV — UNESP, Jaboticabal. Cortes de 5um foram feitos em micrétomo e
posteriormente corados pelo método da Hematoxilina e Eosina. A analise foi realizada
em microscépio de luz Nikon Eclipse E200 em objetiva de 40x, com area de 0,19625
mm?. Fotomicrografias digitais foram obtidas com auxilio de camara de video Moticam

2300, em objetiva de 40x.
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A classificagao histoldgica dos tumores seguiu a orientacéo do “Consenso para
o diagndstico, progndstico e tratamento das neoplasias mamarias da cadela - 2013”

(CASSALI et al., 2014).

4.3 Analise Imuno-histoquimica

Os fragmentos de tecido mamario, incluidos em parafina, foram submetidos a
técnica de imuno-histoquimica por meio do complexo de polimeros ligados a
peroxidase (Kit Revel, Spring Cat SPB 125) ou complexo Estreptavidina Biotina-
Peroxidase (KIT LSAB, Dako, Cat K069011-2), conforme descrito na Tabela 1.

De forma geral o procedimento comum a todos os anticorpos foi:
Passo 1: Desparafinizacdo dos cortes de tecido mamario em estufa a 60°C por 1
hora, seguido de banhos em xilol (I e Il) por 10 minutos cada. Apds isso os cortes
passaram por processo de hidratagdo em baterias de alcool absoluto I, 11, 1ll, 95%,
80%. Em seguida os cortes foram lavados 10 vezes em agua destilada.
Passo 2: Recuperagdo antigénica em panela de presséo tipo Pascal (Dako, céd.
S2800) em solugdo tampao de citrato de sédio 10 mM (pH 6,0) ou de Tris-EDTA (pH
9,0).
Passo 3: Bloqueio da peroxidase enddégena em solugdo de peroxido de hidrogénio
(30 v/v) (30 v/v) e metanol a 8%, a temperatura ambiente (25°C), em camara umida
por 30 minutos ou produto comercial (Hydrogen peroxidase block, Spring, céd.
DHP125).
Passo 4: Bloqueio das proteinas inespecificas com produto comercial (Protein Block

Serum-Free, Dako, céd. X0909) por 20 minutos, a temperatura ambiente e um
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segundo bloqueio, com leite em pd a 8% (leite em pd desnatado, Molico), por 60
minutos.

Passo 5: Incubacgao dos anticorpos (Tabela 1) por 18 horas a 4°C.

Passo 6: Anticorpos secundarios foram incubados segundo as recomendacgbes de
cada fabricante, exceto no Kit HRP (Spring Céd. SPB 125), onde o complemento foi
utilizado por 30 minutos.

Entre cada uma das etapas, quando requerido, realizou-se banhos em solugao
tampao TBS (Tris 20 mM e NaCl 0,5 M), pH 7,4.

Passo 7: Visualizagao da reagao foi feita com o cromégeno diaminobenzidina (Liquid
DAB + Substrate Chromogen System, DAKO, céd. K3468), por 3 minutos para todos
os anticorpos. Seguiu-se a imersdo dos cortes em agua deionizada para parar a
reacdo com DAB.

Passo 8: Contra coloragao com Hematoxilina de Harris € montagem das laminas com
Entellan (Merck).

Passo 9: Contagem das células imunomarcadas. A contagem foi feita em cinco
campos de grande aumento (objetiva de 40), procurando os campos de maior
concentragédo de células imunomarcadas. Os valores foram somados e divididos por

cinco. Esta média foi utilizada para as analises estatisticas.



20

Tabela 1. ldentificagcdo dos anticorpos, fabricante, codigo, espécie de origem,

diluicdo, recuperagdo antigénica, bloqueio da peroxidase enddgena,
substrato, utilizados no experimento.

Anticorpo Marca Caodigo Espécie de Diluicao RA BPE Substato
origem 30’

Macréfagos'  Serotec MCA874G Camundongo 1:3500 Cit6 M+P A LSAB
CD3* DAKO M 7254 Coelho 1:350 Cité M+PA HRP
CD4* VBP IM-0454 Coelho 1:500 TE9 HPBD HRP
CD8* VBP IM-0455 Coelho 1:300 TE9 HPBD HRP
FoxP3* Biorbyt Orb 18370  Cabra 1:1000 TE9 M+PA LSAB
IL-10* Biorbyt Orb 100193 Coelho 1:400 Cité M+PA HRP
IL-42 R&D Mab 4571 Camundongo 1:1500 TE9 HPBD HRP
TGF-B* Santa Cruz  Sc-146 Coelho 1:400 TE9 HPBD HRP
[FN-y* Santa Cruz  Sc-20106  Coelho 1:700 Cit6 M+PD HRP
MIF* Santa Cruz  Sc 20121 Coelho 1:700 TE9 M+PA HRP
RE* Biorbyt Orb 10612  Coelho 1:150 TE9 M+PA HRP
RP* Biorbyt Orb 11299  Coelho 1:200 TE9 M+PA HRP
C-erbb-2 Biorbyt Orb 13464  Coelho 1:400 TE9 M+PA HRP

*Policlonal. 1 Clone MAC387. 2 Clone 140417. RE (Receptor de estrogeno). RP (Receptor de
progesterona). RA (Recuperacdo antigénica), CIT 6 (Tampé&o citrato pH 6,0) e TE 9 (Tampao Tris-Edta

pH 9,0). BPE 30’ (Bloqueio da peroxidase endégena por 30 minutos), M+P (Metanol adicionado de 8%

de peroxido de hidrogénio), HPB (Hydrogen peroxidase block — comercial), A (bloqueio antes da

incubagédo do anticorpo primario), D (bloqueio depois da incubagdo do primario. LSAB - complexo

Estreptavidina Biotina-Peroxidase, HRP - complexo de polimeros ligados a peroxidase. DAB 3’

(cromoégeno diaminobenzidina por 3 minutos). Todos os espécimes passaram por 2 bloqueios das

proteinas inespecificas com Protein block (comercial) por 20 minutos e Leite em p6 a 8% por 60

minutos.

4.4 Determinagao da Identidade molecular

A classificagdo da identidade molecular foi realizada por meio de um painel

imuno-histoquimico composto pelos anticorpos anti-RE, anti-RP e anti C-erbb-2.
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Para a analise dos diagnosticos moleculares, as amostras do GT foram

subdivididas segundo a metodologia de Sassi et al. (2010), nos seguintes subtipos:

e Grupo luminal A (GLA), apresentando imunomarcagdo de RE ou RP

positivo e C-erbb-2 negativo (19 amostras);

e Grupo luminal B (GLB), RE ou RP positivo e C-erbb-2 positivo (12

amostras);

e Grupo C-erB-2 (GCE2), RE e RP negativo e C-erbb-2 positivo (25

amostras) e;

e Grupo basal (GBL), RE, RP e C-erbb-2 negativo (16 amostras).

4.5 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo teste T de Student para a analise das
médias de imunomarcagdes dos anticorpos. Quando os grupos foram subdivididos em
subgrupos histologicos ou moleculares, realizou-se analises de variancia (Anova)
confrontando-se as imunomarcagdes dos anticorpos pelo fator grupo. Para a analise
de subtipos da identidade molecular ndo confrontou-se os dados com o GC.

O teste para multiplas médias de Student Newman Keuls (SNK) foi utilizado
juntamente com o Anova. Para avaliar as homocedasticidade foi utilizado o teste de
Brown e Forsythe e para a analise da normalidade da distribuicdo dos erros foi
utilizado o teste de Cramer von Mises. Quando a homocedasticidade e/ou a

normalidade nao foram satisfeitas, realizaram-se transformacdes de dados segundo
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Bartlett (1947). Persistindo as alteragdes, utilizaram-se os testes de Mann-Whitney-
Wilcoxon (MWW) para apenas dois grupos e o teste de Kruskal-Wallis (KW) quando
houve a subdivisdo do GT.
Foi realizado um teste qui-quadrado para verificar a associagdo entre o tipo
histologico e a identidade molecular dos tumores
Todos os testes foram realizados com nivel de significAncia de 5%.
Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do programa estatistico

SAS 9.1 (SAS Institute, Cary, NC, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 Histologia

A frequéncia de tumores segundo seu padréo histologico € apresentada na

tabela 2.

Tabela 2. Frequéncia de tumores segundo os padrdes histologicos dos carcinomas
simples observados nas mamas caninas com tumor, Jaboticabal, SP,
marco de 2011 a margo de 2014.

Padrao Histolégico Valor Absoluto Frequéncia
Carcinoma padrao Papilar 25 34,72%
Carcinoma padrao Tubular 27 37,5%
Carcinoma padrao Sélido 20 27,78%
Total 72 100%

4.2 Analise Imuno-histoquimica

4.2.1 Imunomarcagao de macrofagos e MIF

A imunomarcagao para macrofagos, assim como para as células secretoras de
MIF foi caracterizada por uma marcagao positiva do citoplasma das células (Figura1)
em um padrao difuso, tanto peritumoral quanto intratumoral. O MIF apresentou
imunomarcacgao positiva em macrofagos, linfécitos e neutrofilos.

A contagem de macrofagos imunomarcados (Figura 2) indicou diferenca

significativa entre o0 GC e o GT (p<0,0003 -MWW). Houve diferenga no teste de KW
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entre o grupo GC e os grupos GCS, GCT e GCP (p<0,00001), com menor média no

GC.O GCS diferiu dos GCP GCT (p<0,00001), com menor média para o GCS (Figura

3).

Figura 1.
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Média de imunomarcag
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Fotomicrografias de carcinoma mamario canino, padrdo solido. A) Notar
imunomarcagédo para macrofagos (setas). B) Notar células imunomarcadas
(setas) para MIF em leucdcitos. Complexo de polimeros ligados a peroxidase
(HRP). Objetiva de 40x.Complexo Estreptavidina Biotina-Peroxidase (LSAB).
Objetiva de 40x.

Macroéfagos e MIF
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Figura 2. Média de imunomarcagéo para os anticorpos anti-macréfagos e anti-MIF.

Os grupos estdo divididos entre amostras de animais controles e
portadores de carcinoma mamario. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica entre grupos, para cada anticorpo, segundo os testes T ou
MWW, com nivel de significancia de 5%.
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A imunomarcagao para MIF apresentou diferenga significativa entre o GC e o
GT (p<0,0335 - MWW). Diferencas significativas também foram observadas entre o

GC e os grupos GCP e GCT (p<0,0463 - SNK).
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Figura 3. Média de imunomarcagdo para os anticorpos anti-Calprotecnina
(macrdéfago) e anti-MIF. Os grupos estéo divididos segundo o padrado
histolégico dos carcinomas mamarios caninos. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica entre grupos, para cada anticorpo,
segundo os testes de SNK ou KW, com nivel de significancia de 5%.

4.2. Linfécitos

Os linfécitos T, imunomarcados pelos anticorpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8e
anti-FoxP3 (Treg)(Figura 4) apresentaram imunomarcagéao difusa no tecido mamario,
em regido peritumoral e intratumoral, principalmente préximos a ductos e vasos. O
padrao de marcacao dos anticorpos foi intracitoplasmatico, porém para as marcacoes
de CD4 e CD8 verificou-se marcagao também em membrana. A imunomarcacao do

FoxP3 foi predominantemente intracitoplasmatica.
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Figura 4. Fotomicrografias de carcinomas tubulares mamarios caninos. A) Células
imunomarcadas para o anticorpo anti-CD3 (setas). Complexo de
polimeros ligados a peroxidase (HRP). Obj. 40x.B) Imunomarcagao para
0 anticorpo anti-CD4 (setas). Complexo de polimeros ligados a
peroxidase (HRP). Obj. 40x. C) Células imunomarcadas para o anticorpo
anti-CD8 (setas). Complexo de polimeros ligados a peroxidase (HRP).
Obj. 40x. D) Células imunomarcadas para o anticorpo anti-FoxP3 (setas /
detalhe). Complexo Estreptavidina Biotina-Peroxidase (LSAB). Obj. 10x,
no detalhe 40x.

Os linfécitos T (CD3) apresentaram diferenga significativa entre os grupos GC e
GT (p<0,0001- MWW). Pelo teste de KW, as diferengas apareceram entre o GC eos
grupos GCP, GCT e GCS (p<0,0002), com médias inferiores para o GC. Entre os

grupos portadores de carcinoma néo foram observados diferengas (Figuras9 e 10).
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Para os linfocitos T auxiliares (CD4)foi observada diferenca significativa entre o
GC e o GT (p<0,0001 - MWW). O teste de KW mostroudiferenga entre o grupos GCP
e 0os demais(p<0,0001) apresentando a maior média. O GCTdiferiu do GCS e do GC

(p<0,0001). Naofoi observada diferenca entre o GC e o GCSol.

Linfécitos T
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Figura 5. Média de imunomarcacdo para os anticorpos anti-CD3, CD4, CDS8 e
FoxP3 (Treg). Os grupos estdo divididos entre amostras de animais
controles e portadores de carcinoma mamario. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre grupos, para cada anticorpo, segundo os
testesT ou MWW, com nivel de significancia de 5%.

Os CTL (CD8), mostraram diferenca entre os grupos GC e o GT (p<0,0001 —
MWW). Pelo KW o GCT apresentou média significantemente maior que todos os
demais grupos (p<0,0001). Nao foram observadas diferengas entre os outros grupos.

Quanto aos Tregs (FoxP3), o teste T apresentou diferenga entre os grupos GC

e GT (p<0,0001). O teste de SNK indicou média significantemente inferior para o GC
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e 0s outros grupos p<0,0001). O GCS mostrou ainda diferenga entre os grupos GCP e

GCT (p<0,0001), com menor médias nos tumores sélidos.
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Figura 6. Média de imunomarcagéo para os anticorpos anti-CD3, CD4, CD8 e FoxP3

(Treg). Os grupos estdo divididos segundo o padrdo histolégico dos
carcinomas mamarios caninos. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica entre grupos, para cada anticorpo, segundo os testes de SNK ou
KW, com nivel de significancia de 5%.

4.2.3 Citocinas

As citocinas apresentaram de forma geral uma marcagéao difusa e intratumoral,

muitas vezes observada em células tumorais e leucdcitos, bem como na mama

adjacente ao tumor. No caso do IFN-y, marcagcdo de granulos intracitoplasmaticos,

enquanto a IL_10 e a IL-4 apresentam marcacdo também pelas células tumorais

(Figura 7).
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Figura 7. Fotomicrografias de tumores mamarios caninos. A) Carcinoma padréo sdlido evidenciando
area de células imunomarcadas para o anticorpo anti-IFN-y (setas / Obj. 20x) B) Carcinoma
padrao tubular evidenciando imunomarcagao do anticorpo anti IL-10 (setas / Obj 20x) C)
Carcinoma padréao tubular evidenciando imunomarcacéao no tecido para o anticorpo anti IL-4
(setas / Obj. 40x). D) Carcinoma padrdo papilar evidenciando area de células
imunomarcadas para o anticorpo anti-TGF-$ (elipse). No detalhe células imunomarcadas
para TGF-( (setas / Obj. 10x, no detalhe 20x). Complexo de polimeros ligados a peroxidase
(HRP).

O IFN-y ndo apresentou diferenga entre o GC e o GT pelo teste T (p<0,4011),
porém quando se avaliou o tipo histolégico (teste SNK) houve diferenga entre o grupo
GCS e os demais (p<0,0001), com menor média para o grupo de tumores solidos

(Figuras 8 e 9).
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Para a IL-10, a imunomarcacgao foi maior no grupo GT em relagado ao GC pelo
teste de MWW (p<0,00001). Quando subdividido, todos os grupos se diferenciaram do

GC, mas nao houve diferengas significativas entre os grupos portadores de

carcinomas.
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Figura 8. Média de imunomarcacgéo para os anticorpos anti-IFN-y, IL-10, 1I-4 e TGF-.
Os grupos estao divididos entre amostras de animais controles e portadores
de carcinoma mamario. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre
grupos, para cada anticorpo, segundo os testes T ou MWW, com nivel de
significancia de 5%.

A IL-4 apresentou diferenga significativa entre os grupos GC e GT pelo teste T
(p<0,0044). O teste SNK mostrou que os grupos GC e GCS nao apresentaram

diferenca entre si, mas ambos diferiram dos grupos GCP e GCT (p<0,0001).



31

Citocinas
20 Padrao histolégico
51,99 A
W3 - 517A
& 60 49,46 A
= 50
£ 40
o )
21,1A
3 30 :
ET g7, 1372A | 19,18A 141ZA
o 20 12,824 88;“,“‘“ T 13,984
T 6,848 , -
= 10 _ 2,188
©
=
AEHEEEEEHE R
E|l8|ms|s|s|2|8|l8|5|2|8|8| 5|8 | o
5 3|3 2 5 3|23 2 5|3/ 23/ 2 5&5/83 2 2
I E a0 3 el o 3 el d E &
IFN-y IL-10 IL-4 TGF-B

Figura 9. Média de imunomarcacgao para os anticorpos anti-IFN-y, IL-10, 1-4 e TGF-B.
Os grupos estdo divididos segundo o padrado histolégico dos carcinomas
mamarios caninos. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre
grupos, para cada anticorpo, segundo os testes de SNK ou KW, com nivel
de significancia de 5%.

A imunomarcacao para TGF-B apresentou, pelo teste de MWW, diferenca
significativa entre o GC e o GT (p<0,0001). Pelo teste SNK o GC diferenciou-se dos
grupos GCP, GCT e GCS (p<0,0001). O grupo GCS ainda apresentou diferengca com

os grupos GCP e GCT (p<0,0001).

4.2.4Analise da identidade molecular

Quando os tumores foram agrupados segundo sua identidade molecular,
verificou-se as frequéncias descritas na Tabela 3. Nao procedeu-se a contagem das
células, apenas a verificagdo de imunomarcacdo das células neoplasicas para os

referidos anticorpos. A imunomarcacao foi considerada positiva para RE e RP quando
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coloracdo nuclear foi encontrada em pelo menos 5% de células de tumor. A
imunomarcagao para o C-erbb-2 foi considerada positiva quando pelo menos 10%
das células tumorais mostrou coloracdo de intensidade moderada a forte em

membrana ou citoplasma, de acordo com Sassi et al. (2010).

Tabela 3. Frequéncia de padrées moleculares dos carcinomas simples observados
nas mamas caninas, Jaboticabal, SP, margo de 2011 a margo de 2014.

Identidade molecular Valor Absoluto Frequéncia
Luminal A 19 26,39%
Luminal B 12 16,67%
C-erB-2 25 34,72%
Basal 16 22,22%
Total 72 100%

A determinagédo dos subtipos moleculares foi feita segundo a positividade ou
ndao aos anticorpos anti-RE, anti-RP, anti-C-erbb-2 (Figura 10). Quando
superexpresso, o C-erbb-2, pode apresentar marcagcdo em membrana ou

intracitoplasmatica em tumores mamarios humanos (DE MARIA et al., 2005).
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Figura 10. Fotomicrografia de tumor mamarios caninos. A, C e E) Tumores apresentando
imunomarcacao positiva para o anticorpo anti-RE, Anti RP e anti C-erbb-2,
respectivamente. Notar marcacgdo intranuclear.Complexo de polimeros ligados a
peroxidase (HRP). Obj. 20x. B, D e F) Tumores apresentando imunomarcagéo negativa
para os anticorpo anti-RE, anti-RP e anti Cerbb-2. Complexo de polimeros ligados a
peroxidase (HRP). Obj. 10x.
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Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos (Figuras 11 e
12), exceto para a imunomarcacdo de CTLs (CDS8), que apresentou menor
imunomarcagao nos carcinomas basais que nos outros grupos (P<0,0489 — KW), e de

IL-4, que, assim como os CTLs, apresentaram uma marcada diminuicdo nos

carcinomas basais (p<0,0329).
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Figura 11. Média de imunomarcacgéo para os anticorpos anti-Calprotecnina (macréfagos),
CD3, CD4, CD8 E FoxP3 (Treg). Os grupos estao divididos segundo os subtipos
moleculares dos tumores mamarios. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica entre grupos, para cada anticorpo, segundo os teste de SNK ou KW,

com nivel de significancia de 5%. Apenas o anticorpo que apresenta diferenga
(CD8) estd marcado com letras.



35

Citocinas

~J
o

57,81 55,61

[=)]
Q
—

ul
o

B
[ww]

w
o

]
o

13.21

Média de imunomarcagao

12,77 12,99

10,97

8,38 6,76

=
Q

0,53 0,64 0,72 0,54

o

Luminal A
Luminal B
C-erB-2 |

Basal

Luminal A
Luminal B

Luminal A
Luminal B
Luminal A
Luminal B

Luminal A
Luminal B

MIF IFN-y

L-4
Figura 12. Média de imunomarcagéo para os anticorpos MIF, IFN-y, IL-10, IL-4 e TGF-f. Os
grupos estéao divididos segundo os subtipos moleculares dos tumores mamarios.
Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre grupos, para cada anticorpo,

segundo os teste de SNK ou KW, com nivel de significancia de 5%. Apenas o
anticorpo que apresenta diferenga (IL-4) esta marcado com letras.

Nao foi observada associagao, pelo teste qui-quadrado (p<0,9745), entre os
tipos histolégicos e a Identidade molecular das amostras. O numero de amostras

segundo seu tipo histologico e identidade molecular se encontram na Tabela 4.

Tabela 4. Quantidade de tumores mamarios segundo sua identidade molecular e
seu tipo histologico utilizados no experimento.

Identidade molecular

Tipo histolégico

Luminal A Luminal B C-erbb-2 Basal Total
Papilar 5 2 11 7 25
Tubular 4 7 10 6 27
Sélido 10 3 4 3 20
Total 19 12 25 16 72
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VI. DISCUSSAO

Embora nossos resultados tenham mostrado frequéncias semelhantes entre a
prevaléncia de carcinomassimples, com sutil preponderancia de tumores tubulares e
menor presenca de tumores sélidos, estas frequéncias ndo podem ser utilizadas
como parametro epidemioldgico, uma vez que a colheita de tumores foi, na realidade,
muito mais extensa, porém apenas as amostras que se adequaram ao estudo
(carcinomas simples como unica neoplasia do paciente e auséncia de outras doengas
infecciosas e outras alteragdes mamarias) foram utilizadas. Portanto a prevaléncia
apresentada ndo possui valor epidemioldgico, apenas servindo para indicar ao leitor o
equilibrio estatistico entre os grupos avaliados.

Quanto aos macrofagos, os TAMs representam um proeminente componente
dos infiltrados leucocitarios na maioria dos tumores malignos e d&o suporte ao
crescimento dos TM, pela inibicdo da atividade de linfocitos no sitio tumoral
decorrente da produgao de citocinas imunossupressoras, como a IL-10 e propiciam a
formacgao de metastases. (KLIMP et al., 2002; HAGEMANN et al., 2005; WHITESIDE,
2008). Portanto é compreensivel e esperada a diferenga estatistica entre o GC e os
grupos afetados por TM como o encontrado neste estudo. O fato dos tumores sélidos
apresentarem menor contagem de macréfagos que os tumores papilares e tubulares,
pode estar relacionado com a menor expressao de epitopos que seriam reconhecidos
pelo sistema imune por este tipo histoldgico, passando desapercebido pelo sistema
imune. Na rotina de diagndstico histopatologico dos tumores mamarios de cadelas,

comumente nao se observa infiltrado inflamatdrio intra ou peritumoral nos carcinomas
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solidos de mama. Este tipo histolégico possivelmente seria menos imunogénico que
os demais, facilitando seu crescimento e evaséo imune.

A imunomarcagao para MIF mostrou maior numero de células nos carcinomas
papilares e tubulares em relagdo ao GC, isto deve-se a maior atividade dos linfocitos
e macrofagos nestes tumores, como demonstram nossos resultados. Oda et al.
(2008) afirma que o MIF representa um importante elo entre a inflamagao e o cancer
devido a seus efeitos sobre a resposta inflamatdria, promovendo a proliferacéo e a
invasividade tumoral e relaciona sua expressao a malignidade da neoplasia. Citam,
porém, a maior expressao de MIF em tumores solidos, 0 que nao ocorreu no presente
estudo. O MIF possui acao pleiotrépica, atuando na angiogénese, tumorigénese e
proliferagdo celular (ARMSTRONG, 2008; LO et al.,, 2013) e isto parece estar de
encontro com a maior estabilidade dos tumores solidos em relagéo as alteragdes de
seu microambiente tumoral. Portanto, a maior imunomarcagao para MIF parece estar
relacionada em uma maior atividade do microambiente tumoral em tumores papilares
e tubulares.

A maior densidade de linfocitos T nos animais com TM em relagdo ao grupo
controle esta de acordo com os dados da literatura, que relacionam a presenca de
linfécitos com caracteristicas de malignidade e com pior prognostico (COUSSENS;
POLLARD, 2011). Linfécitos isolados de carcinomas mamarios humanos apresentam
niveis elevados de citocinas do tipo Th2, como a IL-4. Neste estudo, a presenca de
linfocitos T nos carcinomas mamarios caninos pode estar relacionada com um
predominio de células Th2, cujo perfil de citocinas atua no crescimento e

desenvolvimento de metastase (KOHRT et al., 2005). O fato de ser observado neste
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estudo um aumento no numero de imunomarcagdes de células T nos carcinomas,
assim como um aumento nos niveis de IL-4, TGF-B e IL-10 e diminuigdo do IFN-y
(nos tumores solidos) sugere uma resposta predominante do tipo Th2. Assim, o
infiltrado inflamatério de linfécitos nos carcinomas mamarios caninos poderia estar
auxiliando a evasao tumoral, uma vez que as respostas do tipo Th2 sao ineficientes
no combate ao tumor (SATYAM et al., 2011).

Neste estudo, os linfécitos T auxiliares apresentaram maior imunomarcagao nos
tumores papilares, seguidos pelos tubulares e um aumento marcadamente menor nos
solidos, isso mostra uma relagdo entre a malignidade tumoral e a presenca de
linfocitos T auxiliares. Isso possivelmente se deva a menor producéo de IL-4 e de IFN-
y nos tumores solidos.

Os CTLs sao indicados como as células de eleigdao para um combate efetivo
contra as células tumorais, produzindo uma resposta adquirida celular (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2012). Os resultados demonstraram um aumento na quantidade
de CTLs em tumores tubulares, embora, com menor intensidade que os linfécitos T
auxiliares, corroborando com a literatura, que demonstra menor infiltracdo nos
tumores mamarios por CTLs (GARCIA-MARTINEZ et al. 2014). A acdo celular dos
CTLs pode estar diminuida pela acao de diversos fatores, entre os quais a supressao
de receptores apoptdticos e também a supressao da expressao de moléculas de MHC
| nas células tumorais, tornando as células tumorais livres da apoptose induzida pelos
CTLs (TOPFER et al., 2011).

Os linfocitos Tregs, um constituinte particular dos linfécitos T auxiliares com

funcdo de regular outras células do sistema imune (RISSETO et al.,, 2010) e
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apresentaram, neste estudo maior numero nas amostras do GT do que no GC. Esta é
uma alteragao esperada, posto que a diferenciacdo destas células € dependente da
acao de IL-10 e TGF-B (BILLER et al., 2007), que neste estudo também se
apresentaram aumentados GT. Ha evidéncias de que as Tregs podem ser induzidas
pelo proprio tumor, suprimindo a resposta do sistema imune aos antigenos tumorais,
possivelmente pelo mimetismo das células tumorais em secretar citocinas como a IL-
10 e o TGF-B (O’'NEILL et al, 2009; STANDISH et al., 2008),assim como evidenciado
neste trabalho.

A imunomarcacao de para o IFN-y ndo mostrou diferengca quando comparados
os GC e o GT, mas apresentou menor numero de células imunomarcadas nos
tumores solidos. Este fato pode ser decorrente de uma agao paradoxal do IFN-y que,
ao ativar o STAT1 por sua vez ativam supressores celulares derivados de células
mieloides, que inibem a acéo antitumoral das células locais (PEROU et al., 1999; HIX
et al., 2013). Reome et al. (2004) afirma que o IFN-y & a principal citocina para a
ativacdo de um perfil Th1 de linfécitos auxiliares e, normalmente, estd suprimido
durante o desenvolvimento tumoral. Isto poderia explicar a sua imunomarcagao pouco
expressiva nos observados neste estudo.

Os resultados mostram que o aumento da expressao de IL-10 esta associado a
presengca de neoplasia mamaria, mas nao aos seus subtipos histologicos.
Independente do padrdo histolégico do carcinoma, esta citocina poderia estar
contribuindo com a inibigado da ativagao de macréfagos do tipo M1 e de linfocitos T de
perfil de resposta Th1, decorrente da supressao na secreg¢ao do IFN-y (REOME et al.,

2004; HODI; SOIFFER, 2002). A relagao direta entre a intensidade da inflamagao e a
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imunomarcacao para IL-10 sugere que o aumento na presenca de linfocitos esta
vinculado a um aumento na presenca de Tregs no sitio tumoral, posto que as Tregs
se diferenciam na presenca de IL-10, causando um incremento no infiltrado
inflamatdrio, mas tornando-o imunologicamente ineficiente.

A imunomarcacéao para IL-4 e TGF- foi maior nos tumores tubulares e papilares
quando comparados com o GC e os tumores sélidos. Isso se deve, possivelmente, a
maior atividade destes tipos tumorais e ao fato de células de TM estarem produzindo
IL-4 e TGF-B (ZHANG et al., 2008; O’'NEILL et al., 2009), resultando em maior
propor¢ao de macréfagos e Tregs nestes tipos histoldgicos.

Em estudos anteriores ficou evidente a relagdo entre a maior expresséo,
determinada por PCR em tempo real, dos genes IL-10 e IL-4 com a malignidade e a
progressao tumoral, assim como a baixa expressdo do gene de IFN-y pelas células
tumorais (CASTANHEIRA, 2013). Neste estudo, foram encontradas informacoes
semelhantes, porém, ndo podemos afirmar que a malignidade esteja diretamente
relacionada com a imunomarcacao destas citocinas, posto que elas ndo mostraram
maior atividade nos tumores sélidos, considerados de pior progndstico. Mas ha uma
manutengdo no equilibrio, sobretudo da imunomarcacdo pelo IFN-y nos dois
trabalhos, corroborando com a ideia de que o tumor induz a expressao de IFN-y a
manter um pseudo equilibrio, e facilitando sua evasdo do sistema imune. Isto
corrobora ainda com Perou et al. (1999) e Hix et al (2013) quanto ao papel facilitador
do IFN-y para a progressao em tumores senescentes. Rosolem (2013) afirma que
linfécitos, macréfagos e mastécitos podem ter influéncia no desenvolvimento tumoral.

Esta afirmagao corrobora com nossos resultados, que mostram aumento significativo
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de linfécitos e macréfagos nos grupos de animais portadores de tumores. Porém,
aqui podemos demonstrar que esta influéncia é decorrente principalmente dos
linfécitos T auxiliares e Tregs, além dos macréfagos. Em estudos futuros seria
interessante avaliar a atividade de linfocitos Th2 e de macréfagos tipo M2 nestes
tipos histologicos de carcinomas para comprovarmos se estas células estariam
diretamente envolvidas no desenvolvimento tumoral.

A classificacdo pela identificagdo molecular dos tumores apenas apresentou
diferengas significativas para a quantidade de CTLs e a imunomarcacao de IL-4,
ambos apresentando um numero significantemente menor nos tumores classificados
como basais, que segundo a literatura, possuem o pior comportamento bioldgico,
sendo pouco responsivos a tratamentos humorais ou enddécrinos (BRUNETTI et al.,
2013). A auséncia de CTLs nos carcinomas basais corrobora com os achados
histopatoldgicos, que indicam que os tumores mais agressivos possuem menor
quantidade de CTLs que, por sua vez, possuem acgao antitumoral mais efetiva que
outros linfécitos (MAHMOUD et al., 2011). Tumores que secretam IL-4 inibem a
proliferagdo de células basais e células induzidas por estrogeno, logo, € esperado
que tumores basais apresentem imunomarcagédo diminuida de IL-4 (COUSSENS;
POLLARD, 2011). Estes achados indicam que, apesar de outros parametros
estudados neste trabalho ndo apresentarem diferencas significativas, novas
avaliacbes devem ser realizadas para validar ou descartar a utilizagdo desta

classificagao na rotina clinica veterinaria.
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7. CONCLUSOES

Carcinomas mamarios simples apresentaram aumento na
proprocdo de macrofagos e subtipos de linfécitos T, mostrando

pouca eficiéncia destas células no controle da neoplasia mamaria.

O grupo carcinoma também teve deteccdo aumentada das
citocinas MIF, IL-10, IL-4 e TGF-B, que possivelemente exerceram

um papelpro-tumoral.

Os carcinomas mamarios de padrao tubular e papilar estimularam
mais a inflamacéao e a producao de citocinas associadas ao tumor,

porém com resultados pouco protetores.

Oscarcinomas solidos tiveram menor imunodeteccdo de células
inflamatdrias e de citocinas, sugerindo uma capacidade de escape
imune por pobre capacidade do tumor em expressar epitopes

imunogénicos capazes de desafiar o sistema imune;

Os macréfagos e os linfocitos T CD4 predominaram nos
carcinomas, sugerindo um perfil imunossupressor destes tipos

celulares favoravel ao tumor.

A baixa imunodeteccdo de IFN-y no grupo com tumor mamario
poderia explicar o papel pré-tumoral dos macréfagos associados

ao tumor;

IL-10 apresentou alta propor¢do de células marcadas no grupo
tumor, sendo muitas delas neoplasicas. A produgao desta citocina
imunossupressora € feita pelo tumor e por linfécitos Treg,
contribuindo grandemente para a manutengdo de um

micromabiente Th2 nos carinomas mamarios caninos.

Tumores com identificagao basal apresentaram menor contagem
de CTLs e de imunomarcagdo para IL-4. Condizente com a
condicado de um tumor mais agressivo e nao inibido pela agédo da
IL-4.
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