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RELACAO ENTRE AS CELULAS DENDRITICAS E OS LINFOCITOS T
REGULATORIOS EM NEOPLASIAS MAMARIAS CANINAS

RESUMO - Os tumores mamarios malignos possuem varias formas de evadir o
sistema imune e, dentre elas esta a modulacdo das células dendriticas (DCs), por
interferéncia na sua maturacéo, resultando em apresentacéo de antigenos ineficiente
aos linfécitos T e consequente inducdo da tolerancia imunolégica. As DCs moduladas
pelo tumor recrutam muitos linfécitos T regulatérios (Tregs) para 0 microambiente
tumoral, o que amplia os efeitos imunossupressores locais. A forte relagédo entre as
DCs e os linfocitos Tregs no microambiente tumoral ainda foi pouco estudada,
principalmente em caes. Por isso, este estudo teve o objetivo de avaliar a relagéo
existente entre as DCs e os linfocitos Tregs em carcinomas mamarios caninos do tipo
simples de cadelas, por meio da técnica de imunohistoquimica. Foram utilizadas 10
amostras de glandula mamaria sem tumor (G1) e 40 amostras de neoplasias
mamarias (G2: adenomas; G3: carcinomas papilares; G4: carcinomas tubulares e G5:
carcinomas sélidos), que foram submetidas a imunodeteccdo de linfocitos Treg
(FOXP3%), linfécitos T CD4 e T CD8, MHC-II, DCs mieloides (imaturas e maduras), as
citocinas TGF-(3, IL-10, a enzima Indoleamine 2,3-dioxigenase (IDO) e dos receptores
de quimiocina (CCR6 e CCRY7). A maioria das células, citocinas e receptores
imunologicos mostraram correlagcéo positiva dentro da populacédo tumoral e controles
avaliados, principalmente sobre o efeito fixo “idade”, que teve alta correlagao positiva
com o tamanho tumoral e com CCR6. Quanto as correlagbes negativas, o anticorpo
CD83 foi 0 unico que nao teve correlacéo significativa positiva com nenhuma outra
variavel. Observou-se que houve ocorreu relagdo entre as DCs mieloides
imaturas/maduras e linfocitos Tregs, bem como TGF-B e IL-10, e a enzima IDO
apresentaram marcante presenca nas amostras malignas. A imunodeteccéo de CCR6
e CCRY7 ocorreu principalmente nos tumores mais agressivos, onde CCR6 teve alta
relagcdo com as pacientes mais idosas e com tumores maiores, o que, no final de tudo
pode refletir que o envelhecimento do sistema imunoldgico possa ser mais um fator
pré-tumoral.

Palavras-chave: células apresentadoras de antigeno, tumor de mama, cadelas,

células regulatérias, imunossupressao, microambiente.
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RELATIONSHIP BETWEEN DENDRITIC CELLS AND REGULATORY T CELLS IN
CANINE MAMMARY TUMOR

ABSTRACT - The malignant mammary tumors have several ways of evading the
immune system, including the modulation of dendritic cells (DCs), by interfering with
their maturation, resulting in inefficient presentation of antigens to T cells and
consequent induction of immunological tolerance. Tumor-modulated DCs recruit many
regulatory T cells (Tregs) into the tumor microenvironment, which amplifies local
immunosuppressive effects. The strong relationship between DCs and Tregs cells into
the tumor microenvironment was poorly studied, especially in dogs. Therefore, this
study aimed to evaluate the relationship between DCs and Tregs cells in the simple
type canine mammary carcinomas, using the immunohistochemical technique. Ten
samples of mammary gland without tumor (G1) and 40 samples of mammary
neoplasms (G2: adenomas, G3: papillary carcinomas, G4: tubular carcinomas and G5:
solid carcinomas) were submitted to immunodetection of Treg cells (FOXP3 +), CD4
and CD8 T cells, MHC-II, myeloid DCs (immature and mature), cytokines TGF-, IL-
10, Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) and chemokine receptors (CCR6 and CCR7).
Most of the cells, cytokines and immunological receptors showed positive correlation
within the tumor population and controls evaluated, mainly on the fixed effect "age”
that had high positive correlation with the tumor size and with CCR6. As for the
negative correlations, the CD83 antibody was the only one that had no significant
positive correlation with any other variable. It was observed that there was a
relationship between immature / mature myeloid DCs and Tregs cells, as well as TGF-
B and IL-10, and the IDO enzyme showed a marked presence in the malignant
samples. Immunodetection of CCR6 and CCR7 occurred mainly in the most
aggressive tumors, where CCR6 had a high relation with older patients and with larger
tumors, which, in the end, may reflect that the aging of the immune system may be

more of a pro- tumor.

KEYWORDS: antigen presenting cells, mammary gland tumor, female dogs,

regulatory cells, immunosuppression, microenvironment.
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1. INTRODUCAO

O estudo dos diversos tipos de tumores na medicina e as suas respectivas
acOes sobre o organismo para driblar as defesas impostas pelo hospedeiro séo o foco
de muitos estudos, que datam do século passado (TEIXEIRA e FONSECA, 2007). Na
medicina veterinaria, a neoplasia mamaria tem grande importancia, devido a sua
elevada frequéncia na espécie canina. A glandula mamaria é alvo do desenvolvimento
de tumores em virtude da variedade de tipos celulares e que potencialmente s&o
susceptiveis a sofrer mutacdes e originar diferentes tipos de tumores. Dada a essa
relevancia, as neoplasias em tecido mamario sdo continuamente estudadas, a fim de
se compreender os mecanismos de defesa do hospedeiro, assim como 0os meios de
evasdo destes tumores (DE NARDI et al, 2002; OLIVEIRA, 2003).

Apesar dos esfor¢cos em estudar a relagcéo entre o sistema imune e o cancer, a
sua biologia ainda ndo esta elucidada, pois existem inUmeros mecanismos de evasao
tumoral que dificultam a resposta imune adequada para eliminar o tumor (ABBAS,
LITCHTMAN, PILLAI, 2015). Um dos principais responsaveis pela evasdo imune dos
tumores sdo as células dendriticas (DCs), que podem sofrer interferéncia em sua
maturacédo, resultando em tolerancia imunolégica, devido a ineficiente capacidade de
apresentar antigenos e ativar os linfécitos T (STEINMAN, 2012).

As DCs sdo consideradas as mais eficientes células apresentadoras de
antigeno, pois funcionam como uma “ponte” entre as respostas imunes inata e
adquirida. Estas células multifuncionais atuam como sentinelas em praticamente
todos os 6rgdos. ApOs a sua ativacdo, desencadeada por uma resposta inflamatoria,
contato direto com patégenos ou com um tumor, elas processam fragmentos
antigénicos e migram para os orgéos linfoides periféricos. Nesta fase elas tornam-se
maduras e capazes de apresentar antigenos para os linfécitos T (ABBAS,
LITCHTMAN, PILLAI, 2015).

Atualmente, as DCs se tornaram um grande alvo de pesquisas, seja por sua
atuacdo dentro do sistema imune, bem como pelo seu uso nos tratamentos
imunoterapicos (STEINMAN, 2012). Muitos estudos séo fundamentados na pesquisa

das DCs em diferentes tecidos e até mesmo em tumores de diversas espécies de
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animais. Para o entendimento do papel das DCs, deve-se considerar também a sua
relacdo com os linfécitos T regulatorios (Tregs). Estas células possuem um efeito
imunossupressor e poderiam ser consideradas, em alguns tipos de neoplasias
malignas, Otimas aliadas na progressdo tumoral, juntamente com as DCs
(SAKAGUCHI et al, 2010).

Atualmente, ndo hé registros de estudos que descrevem a relacéo destas duas
populacdes celulares na resposta imunolégica em tumores mamarios em céaes.
Portanto, o objetivo principal deste estudo foi avaliar se ha uma conexao de equilibrio
visivel entre as células dendriticas e os linfocitos T regulatérios no microambiente de
neoplasias mamarias caninas, além de avaliar a presenca destas duas populacfes

celulares com a malignidade destes tumores.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A neoplasia maméaria em cadelas

A neoplasia de glandula mamaria € comumente diagnosticada na rotina de
médicos veterinarios por todo o mundo (LANA; RUTTEMAN; WITHROW, 2007;
SALAS et al., 2015). Todo este aumento significativo no diagnéstico deste tipo de
neoplasias pode ser justificado pelo aumento da expectativa de vida dos animais
atualmente e pela maior eficiéncia nos métodos de diagndstico clinico nos pacientes
(NUNES; CAMPOS; BERTAGNOLLI, 2017). Adicionalmente, os tutores de animais de
companhia estdo mais atentos quanto a saude de seus pets e buscam mais
precocemente a avaliacdo do médico veterinario, e estes devem estar informados
quanto a estudos e novidades no diagnéstico e tratamento envolvendo esta doenca
(DE NARDI, RAPOSO-FERREIRA, ASSUNQAO, 2016). O tumor de mama é
considerado o tipo de neoplasia mais diagnosticada em cadelas (MISDORP, 2002;
QUEIROGA; LOPES, 2002; ZATLOUKAL et al., 2005; LANA; RUTTEMAN;
WITHROW, 2007; DE NARDI, RAPOSO-FERREIRA, ASSUNQAO, 2016; NUNES;
CAMPOS; BERTAGNOLLI, 2017).

Os tumores mamarios ndo apresentam predisposi¢do racial, porém ha um
maior risco para animais de racas puras (DALECK et al., 1998). Os machos também
podem desenvolver este tumor, porém sua ocorréncia é rara. As fémeas de meia idade
a idosas sdo as mais acometidas (com idade média de nove anos). Cerca de 70 a
90% dos casos diagnosticados no Brasil correspondem a neoplasias malignas (DE
NARDI, RAPOSO-FERREIRA, ASSUNCAO, 2016; NUNES; CAMPOS;
BERTAGNOLLI, 2017).

A cadela possui cinco pares de glandulas mamarias (toracicas craniais,
toracicas caudais, abdominais craniais, abdominais caudais e inguinais) (CARVALHO,
2006). A grande parte dos tumores ocorrem nas mamas abdominais e inguinais
(QUEIROGA; LOPES, 2002). A razao desta ocorréncia ndo € clara, mas pode estar
relacionada a maior proporcdo de parénquima mamario nestes locais e
consequentemente maior exposi¢ao do tecido mamario a acdo hormonal (MOULTON,
1990; CARVALHO, 2006; NUNES; CAMPOS; BERTAGNOLLI, 2017).
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A etiologia do tumor mamario canino, assim como de qualquer neoplasia, é
multifatorial. Alteragdes genéticas, influéncias hormonais, nutricionais e ambientais ja
foram associadas ao surgimento de neoplasias nas mamas desta espécie (DE NARDI
et al., 2002; MISDORP, 2002; TORIBIO et al., 2012; DE NARDI, RAPOSO-
FERREIRA, ASSUNCAO, 2016). A alimentacdo caseira composta por carne de
origem bovina e suina, assim como a obesidade no primeiro ano de vida séo fatores
importantes que podem predispor ao surgimento do tumor. Quanto a influéncia
hormonal, ha a hipétese de que a presenca de receptores hormonais em células de
tumores de mama auxiliam no crescimento tumoral, como o estrdgeno e progesterona,
principalmente quando de origem exdgena (CARVALHO, 2006; LANA; RUTTEMAN,;
WITHROW, 2007; DE NARDI, RAPOSO-FERREIRA, ASSUNCAO, 2016).

O diagnéstico definitivo do tipo de neoplasia mamaria € realizado pela avaliacdo
microscoépica, por intermédio das analises citoldégica e histopatoldgica. A citologia
possibilita avaliar o tipo celular e verificar sua origem, além de auxiliar no descarte de
outras causas como mastite, lactacdo, ou até mesmo outros tumores, como os de pele
(ZUCCARI; SANTANA; ROCHA, 2001). A analise histopatologica permite avaliar a
arquitetura tecidual, inspecionar as margens cirurgicas, observar caracteristicas de
malignidade e invaséo (FELICIANO et al., 2012), assim como, verificar linfonodos,
vasos sanguineos e linfaticos (MORRISON; De NICOLA, 1993).

A classificacdo histolégica usada em medicina veterinaria ndo € consensual.
Tém sido utilizados diferentes sistemas para classificar microscopicamente as
neoformacbes mamarias caninas, de forma a prever o seu comportamento
(MISDORP, 1999; GOLDSCHIMIDT et al., 2011; CASSALI et al, 2014). O mais recente
consenso para classificacdo histologica das neoplasias mamarias caninas é o de
Cassali et al. (2014), que se baseou em Misdorp et al. (1999) e que propés alguns
novos critérios, a fim de estabelecer um padrédo para o diagndéstico, progndéstico e
tratamento da neoplasia mamaria canina. Esta classificacdo mais atual foi adotada
como referéncia neste estudo por se tratar de um consenso nacional e que teve por

objetivo padronizar os critérios de avaliacdo deste tipo de neoplasia no Brasil.
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2.2 Células dendriticas

O interesse em investigar a relacdo entre o sistema imune, as células tumorais
e seu microambiente é crescente e a cada dia surgem novas pesquisas que buscam
ilustrar os mecanismos envolvidos no complexo processo do escape tumoral. De
acordo com a literatura, para que um grupo de células neoplasicas seja eliminado é
necessario que haja o envolvimento das imunidades inata e adaptativa, o que forma
um grande sistema integrado de defesa no hospedeiro, no qual diversas células e
moléculas atuam mutuamente (MATIAS, 2010). A resposta inata € composta pelas
barreiras fisicas e quimicas, fagécitos, células natural killer (NK) e citocinas, enquanto
gue a resposta imune adaptativa € mediada basicamente pelos linfécitos T, que séo
0s responsaveis em desenvolver mecanismos efetores capazes de eliminar as células
tumorais (ABBAS; LICHTMAN, PILLAI, 2015; ONUCHIC; CHAMMAS, 2010;
CRUVINEL et al., 2010). O linfécitos T sdo importantes no contexto de defesa contra
o desenvolvimento de neoplasias, por este fato sdo alvo da evasao tumoral, pela
inducéo da tolerancia imunolégica (KRATHWOHL; SCHACKER; ANDERSON, 2006).

Na primeira metade do século 20, os imunologistas ainda buscavam
compreender a relagdo entre os antigenos e os linfécitos. Somente em meados da
década de 1960 foi que um terceiro elemento, denominado “novel cells” (novas
células) e posteriormente de células dendriticas (DCs), foi descrito e inserido neste
contexto imunoldgico, elucidando melhor a relagdo antigeno-linfocitos (STEINMAN,
2012).

As DCs ja haviam sido descritas na pele humana por Paul Langerhans, no ano
de 1868. No entanto, a sua fungéo era totalmente desconhecida e somente na década
de 1970 que os pesquisadores Ralph Steinman e Zanvil Cohn identificaram essa nova
populacao celular no bagco de camundongos. Assim deu-se inicio os primeiros estudos
com as DCs, para compreender o seu papel na imunidade. Recentemente, o seu
potencial imunoterdpico tem sido vastamente investigado (HART, 1997;
MALDONADO-LOPEZ; MOSER, 2001; JOLLES, 2002; WIEDER, 2003).

As DCs tiveram mais destaque ainda quando verificou-se que elas participam

ativamente do processo de rejeicdo a transplantes. Muitos fatores contribuiram para
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dificultar a compreenséao das fun¢des das DCs, tais como a escassez de marcadores
especificos, a dificuldade em distingui-las de mondcitos e macréfagos, bem como os
problemas envolvendo as técnicas de purificacdo. Os estudos sugeriram que as DCs
pertencem a uma populacdo rara de leucdcitos, com complexa heterogeneidade
fenotipica e funcional, especializadas em processar e apresentar antigenos, dando
inicio a resposta imune inata e adaptativa dos linfécitos T (HART, 1997;
BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; KAH-WAI et al., 2006). Somente na década de
1980, as DCs foram finalmente consideradas células apresentadoras de antigenos
(APCs). Estas células sdo altamente eficientes na captura, processamento e
apresentacdo dos antigenos aos linfécitos T e B (WIEDER, 2003; KAH-WAI et al.,
2006). Expressam elevado nivel de moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC), moléculas co-estimulatorias e moléculas adesivas, um pré-requisito
para a ativacao de linfécitos T (KAH-WAI et al., 2006).

A ativacdo dos linfocitos T depende diretamente da intervencéo das DCs, pois
os linfécitos T somente reconhecem um antigeno se este for apresentado por uma
APC. Por essa razdo, as DCs sao consideradas um ligante fundamental entre as
imunidades inata e a adaptativa (CRUVINEL et al., 2010), onde os receptores de
antigenos presentes nos linfocitos T (TCR) reconhecem os fragmentos de antigenos
apresentados pelas DCs, ligados a moléculas de MHC, tanto de classe | quanto de
classe IlI, as quais estimulam os linfécitos T citotoxicos (CTLs) e os linfocitos T
auxiliares, respectivamente. Ademais, as DCs também expressam moléculas co-
estimulatérias para interagir com os receptores TCR dos linfocitos T e auxiliar no
reconhecimento antigénico pelos mesmos (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998).

As DCs podem ser classificadas de acordo com sua origem, localizacao
anatdmica e estagio de maturacdo (BANCHEREAU et al., 2000). Existem diferentes
subpopulacdes de DCs, com caracteristicas fenotipicas Unicas e funcionais
encontradas em diferentes locais (ARDAVIN et al., 2001). Elas s&o oriundas de
células pluripotentes CD34+ presentes na medula 6ssea e se diferenciam em duas
vias principais: a via mieloide e a via linfoide. Esta Gltima aparece numa proporgado
menor no organismo, quando comparada a primeira (BANCHEREAU; STEINMAN,
1998; GOGOLAK et al., 2003; CRUVINEL et al., 2010; MATIAS, 2010). Estas
linhagens s&o diferenciadas pelo marcador mieloide CD11c. As DCs mieloides
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possuem marcagcdo CD11c+/CD123-, enquanto as linfoides sdo CD11c-/CD123+
(PULENDRAN et al., 1999). Quanto a sua localizacdo, as DCs séo classificadas em
epidérmicas (células de Langerhans), circulantes (presentes na circulacéao
sanguinea), intersticiais (presentes no intersticio de 6rgdos ndo linfoides) e as
interdigitantes (presentes nos 6rgaos linfoides) (THOMAS; LIPSKY, 1996).

As DCs ainda s&o subdivididas de acordo com seu estagio de maturacdo, em
imaturas, maduras e semi-maduras (LUTZ; SCHULER, 2002). Uma importante
caracteristica funcional das DCs imaturas € a sua capacidade de realizar endocitose,
mecanismo que sozinho ndo € capaz de transforma-las em maduras (LUTZ,
SCHULER, 2002). As DCs maduras séo caracterizadas por apresentarem numerosos
processos citoplasmaticos que se estendem, a partir do corpo principal da célula
(semelhante aos dendritos dos neurdnios). Elas ainda contém abundante estruturas
intracelulares  relacionadas ao processamento de antigenos, incluindo
endossomas, lisossomas e granulos de Birbeck (presentes nas células de Langerhans
epidermais). Além disso, expressam altos niveis de MHC-Il e moléculas co-
estimulatérias (WIEDER, 2003).

As DCs semi-maduras sdo observadas apenas em situacfes patoldgicas.
Quando migram para os linfonodos e induzem tolerancia nos linfécitos T, ao invés de
imunidade. Para um amadurecimento completo da DC, é necessaria a presenca de
um antigeno fortemente imunogénico, bem como um sinal quimico de “invasao”, ou
seja, a presenca de quimiocinas atrativas e a ativacao dos receptores de moléculas
co-estimulatorias (que ficam nas DCs). A principal diferenca entre as DCs semi-
maduras das maduras é que apenas as maduras secretam citocinas (especialmente
as interleucinas IL-12 e IL-6), que levam a promoc¢ao de uma resposta efetora de
linfécitos T. Assim como acontece com as DCs imaturas, as interacdes entre as semi-
maduras e os linfécitos T resultam no desenvolvimento de tolerancia aos antigenos
apresentados (KRATHWOHL et al., 2006).

As DCs sao decisivas para a determinagéo da ativacao e do tipo de imunidade
mediada pelos linfécitos T. Em geral, DCs semi-maduras sao tolerogénicas, enquanto
DCs maduras sao imunoestimuladoras (CRUVINEL et al., 2010). Um estudo realizado
por Krathwohl, Schacker e Anderson (2006) levantou a hipotese de que o virus da

imunodeficiéncia adquirida (HIV) em humanos induz um estado de semi-maturacao
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nas DCs que acabam por se acumularem nos linfonodos, induzindo a tolerancia

imunoldgica.

2.3 Fisiologia do processamento e apresentacao antigénica

As DCs sao as principais células apresentadoras de antigenos aos linfocitos T
in vivo (KRATHWOHL et al.,, 2006). Os linfécitos T virgens apresentam uma
propriedade peculiar, denominada de restricdo pelo MHC, que significa que eles
somente reconhecem um antigeno peptidico se estiver ligado ao MHC das APCs,
dando inicio a resposta imune mediada pelos linfécitos T (ABBAS; LICHTMAN,
PILLAI, 2015).

De uma forma geral, as células precursoras das DCs circulam no sangue na
sua forma inativa para subsequentemente, darem origem as DCs imaturas que
residem nos tecidos periféricos (KAH-WAI et al., 2006; WANG et al., 2007). Perante
um estimulo antigénico, as DCs deixam a medula éssea para chegarem ao local da
injuria e se tornarem imaturas, onde passardao a apresentar grande capacidade de
capturar/processar antigenos e baixa habilidade em estimular linfécitos T virgens
(ABBAS; LICHTMAN, PILLAI, 2015; MATIAS, 2010). Estas células chegam
rapidamente ao local de injuria, precedendo até mesmo os neutrofilos (CRUVINEL et
al., 2010). Ao mesmo tempo, a presenca dos padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPS) estimulam as reagfes da imunidade inata e ligam-se aos
receptores TLRs das DCs, assim como das células epiteliais e de macrofagos
residentes no tecido injuriado. Consequentemente ocorre a producéo de citocinas e a
sinalizacao direta via TLR, ativando as DCs que entdo passam por diversas alteracdes
fenotipicas e funcionais (GOGOLAK et al., 2003; KAH-WAI et al., 2006; ABBAS;
LICHTMAN, PILLAI, 2015).

As DCs ativadas expressam receptores de superficie especificos para
guimiocinas produzidas nas areas povoadas por linfocitos T, dentro dos 6rgdos
linfoides. As quimiocinas MIP3-a e MIP3-3 estimulam as DCs a sairem do local da
injuria e seguirem para os linfonodos, por meio dos vasos linfaticos. Durante essa

migracao, as DCs amadurecem, passando de células captadoras de antigenos para
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células estimuladoras de linfécitos T virgens. Com o amadurecimento hd o aumento
na sintese e na expressao estavel de moléculas co-estimulatorias (CD40, CD58,
CD80 e CD86), necessarias para a estimulacdo dos linfocitos T (ABBAS; LICHTMAN,
PILLAI, 2015; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os fragmentos dos antigenos oriundos de microrganismos ou de proteinas
tumorais sdo apresentados aos linfocitos T e associados as moléculas de MHC de
classe Il. J4 os antigenos citosolicos, que séo proteinas produzidas no citoplasma de
células infectadas por virus, sdo apresentados aos linfécitos T pelo MHC de classe I.
Essas duas vias de processamento antigénico envolvem organelas e proteinas
diferentes. Sao projetadas para capturar amostras de todas as proteinas presentes
nos ambientes extracelular e intracelular. A segregacao das vias de processamento
também garante que diferentes subtipos de linfocitos T reconhecam antigenos de
compartimentos diferentes (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; ABBAS; LICHTMAN,
PILLAI, 2015).

Apos os linfécitos T entrarem em contato com as DCs, que carrearam o
antigeno até o linfonodo, os mesmos tornam-se linfocitos T efetores. Em resposta a
esse conjunto de reacgdes, citocinas séo liberadas para estimularem a proliferacao de
linfécitos T especificos para responder ao antigeno (expansao clonal), que ir4
influenciar diversos grupos de células T. Uma parte destes linfocitos sofre processo
de diferenciacdo de linfocitos T virgens em linfocitos T efetores; outro grupo de
linfécitos T permanece no linfonodo, eliminando as células infectadas ou fornecendo
sinais para os linfécitos B; alguns linfocitos T deixam o linfonodo e partem em direcao
ao local injuriado, onde séo capazes de erradicar o antigeno. Outro grupo prolifera em
resposta ao antigeno e se torna linfécito T de memoria. O estimulo de diferenciagédo
dos linfécitos cessa apds a eliminacdo completa do agente agressor (ABBAS;
LICHTMAN, PILLAI, 2015).

2.4 A apresentacgao antigénica diante de um microambiente tumoral

O processo inflamatorio cronico € considerado um fator de risco para o

desenvolvimento de tumores e foi somente no final do século 20 que surgiram
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evidéncias sobre seu papel na tumorigénese. A distingéo entre inflamagé&o pré e anti-
tumoral ainda ndo esta clara, pois muitas citocinas e células do sistema imune
exercem duplo papel (GRIVENNIKOV et al., 2010; CHOW, MOLLER, SMYTH, 2012).
Células inflamatérias como neutrofilos, mondcitos, macréfagos, eosinofilos,
plasmacitos, células dendriticas, células natural killers, linfécitos T, B e T regulatorios
secretam fatores sollveis que medeiam o desenvolvimento da do processo
inflamatorio associado aos tumores, muito embora outras células (incluindo a células
cancerigenas) também participem ativamente deste processo (WU e CHEN, 2013;
ROSOLEM et al., 2017).

A maturacdo das DCs é um dos pontos de controle existentes dentro da
resposta imunologica e a sua falha funcional, por influéncia de um tumor maligno e a
manutencdo de um meio inflamatério adequado, resulta em evasdo tumoral do
sistema imune (KAH-WAI; JACEK; JACEK, 2006; ROSOLEM et al.,, 2017), com
consequente inducdo da tolerdncia imunoldgica pelo ndo reconhecimento dos
fragmentos de antigeno tumoral pelos linfocitos T virgens (KRATHWOHL;
SCHACKER; ANDERSON, 2006). Os tumores, além de serem pobremente
imunogénicos, possuem a capacidade de produzir citocinas e quimiocinas e outros
fatores (IL-10, TGF-B, MIP3-a, VEGF, M-CSF, IL-6, GM-CSF, IL-10 e gangliosideos),
que inibem e modulam o funcionamento das DCs, mantendo-as no fenétipo imaturo,
além de recrutarem e ativarem a participacao de linfécitos T regulatérios (T regs) para
o microambiente tumoral (KAH-WAI; JACEK; JACEK, 2006; BRAZ-SILVA, 2009;
CUNHA, et al., 2014).

A plasticidade das DCs permite que as mesmas mudem seu fenotipo em
resposta a fatores quimiotaticos oriundos de uma resposta fisioldogica ou do
microambiente tumoral. Em alguns tumores com presenca de DCs imaturas e de
linfécitos Treg imunossupressores, demonstram a capacidade do tumor de evadir
defesas imunoldgicas. As citocinas associadas ao tumor podem influenciar no fenétipo
das DCs (CUNHA et al., 2014).

As DCs semi-maturas ou as imaturas induzem a resposta imunoldgica dos
Treg. Como consequéncia, ha diminuicdo de DCs maduras e funcionalmente
competentes e o aumento de DCs imaturas circulantes. A diminuicdo do nimero de

DCs maduras leva a incapacidade de iniciar a resposta imune especifica contra o
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tumor. A predominancia de DCs imaturas induz ao quadro de tolerancia dos linfécitos
T (GABRILOVICH, 2004; KAH-WAI; JACEK; JACEK, 2006).

Estudos com neoplasias em humanos e camundongos mostram que 0sS
tumores sao capazes de recrutar DCs imaturas para o sitio tumoral e influenciarem no
seu amadurecimento (BELL et al., 1999; GABRILOVICH, 2004; KAH-WAI; JACEK;
JACEK, 2006, ROSOLEM, 2013), bem como utilizam os mecanismos de tolerancia
periférica, responsaveis em controlar a autoimunidade (BRAZ-SILVA, 2009), com a
promocado da proliferacdo dos linfécitos Treg e consequentemente a supressao da
resposta imune anti-tumoral. Assim, a influéncia tumoral direta sobre os linfocitos Treg
e as DCs resulta em supressdo da resposta imune especifica (KAH-WAI; JACEK;
JACEK, 2006; BRAZ-SILVA, 2009; FERNANDES, 2013; RAMOS et al, 2013).

De acordo com Darrasse-Jeze e colaboradores (2009), existe uma relacéo forte
de equilibrio fisiologico entre as DCs e os linfocitos T regs, observada em
camundongos. O desequilibrio entre DCs e os linfocitos Treg acontece em virtude de
um mecanismo de feedback. Quando os Treg estdo em deplecdo, h4 um aumento
compensatoério da Flt3 (tirosino-quinase 3 Fms-relacionado), um receptor tirosino
guinase que atua na sobrevida, proliferacdo e diferenciacao celulares. Esse fato leva
a um aumento compensatodria de DCs. Ja a diminuicdo de DCs culmina com uma
perda de linfécitos Treg e/ou uma expressao diminuida de Foxp3 (fator nuclear) nestas
células. O aumento do nimero de DCs leva a aumento de Treg associado a maior
expressdo de MHC de classe Il nas DCs (DARRASSE-JEZE et al.,, 2009;
MALDONADO, VON ANDRIAN, 2010). Darrasse-Jeze et al. (2009) ainda
descreveram gue o numero de Treg é diretamente proporcional ao nimero de DCs in

vivo em camundongos (Figura 1).
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Figura 1. Resumo do ciclo de feedback homeostatico entre DCs e Treg. O aumento
do nimero de DCs resulta no aumento do nimero de células T reg. Um aumento do
namero de linfocitos T reg conduz a uma diminuigdo em DCs, que por sua vez diminui
o namero de linfécitos T reg, que em seguida aumenta o nimero de DCs. A expressao
de MHC-II pelas DCs € necessaria para esses efeitos in vivo. A perda de linfocitos T
reg aumenta DCs por um mecanismo que requer o Flt3 (Adaptado de DARRASSE-

JEZE et al., 2009).

Legenda: CTLA-4 (proteina citotdxica associada ao linfocito T-4); II-10 (interleucina 10); TGF (fator de
transformacgé&o do crescimento beta); FIt3 (Tirosino-quinase 3 Fms-relacionado); MHC-II (complexo de
histocompatibilidade maior de classe 2).

No microambiente tumoral, os linfécitos Treg podem ser estimulados a
proliferar, por interferéncia direta do tumor ou das DCs. Sendo assim, as DCs também
sao indutoras de Treg dentro do microambiente tumoral (DARRASSE-JEZE et al.,
2009; RAMOS, et al., 2013), mas estes mecanismos ainda ndo foram totalmente
elucidados na espécie canina (MALDONADO, VON ANDRIAN, 2010; RAMOS et al,
2013).

Os efeitos imunossupressores dos linfocitos Treg ocorrem por acao direta de
IL-10, TGF-B, MIP3-qa; por citdlise (secregcdo de granzimas e perforinas, o que |lhes
compete um efeito citotoxico), pela supresséao por disfuncdo metabolica e pela inibicao
da maturagao das DCs imaturas (BRAZ-SILVA, 2009). Uma das formas de influéncia
dos linfocitos Tregs sobre as DCs se da pela interferéncia na maturagédo das DCs,
através da liberagdo da enzima indoleamina 2,3 — dioxygenase (IDO), que é
estimulada por IFN-y (BRANDACHER et al., 2006; FERDINANDE, et al., 2012) e pela
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interacao entre o CTLA-4 e as moléculas co-estimulatérias (CAMPBELL, 2015). A IDO
causa a diminuicdo da expressdo de moléculas co-estimulatérias nas DCs, por um
mecanismo dependente da ligacéo a proteina de superficie CTLA-4 as moléculas co-
estimulatérias (SHALEV, et al., 2011; WING; SAKAGUCHI, 2012). A enzima IDO é
responsavel também pelo catabolismo do triptofano e pela deplecdo deste
aminoécido, acarretando uma queda na producdo de metabdlitos pro-apoptoticos. A
superexpressao da IDO ja foi descrita em tumores mamarios em mulheres (SOLIMAN
et al.,, 2013). Além disso, IL-10 e TGF-B produzidas por linfécitos Treg modulam
negativamente a expressao das moléculas co-estimulatérias (CD80/CD86/CD83),
CD40 e IL-2 em DCs, interferindo na ativacdo dos linfécitos T. Ademais, a molécula
LAG-3, expressa em linfécitos Treg, ao se ligar ao MHC-II nas DCs, inibe a maturagéo
e funcéo das DCs (FERNANDES, 2013; ABBAS; LICHTMAN, PILLAI, 2015).

As diferentes subpopulacdes de DCs exibem sensibilidade Gnica a quimiocinas
especificas, que as atraem e encaminham ao sitio inflamatério/tumoral. As DCs
mieloides imaturas expressam o receptor CCR6, cujo ligante € MIP-3a (LARC,
Exodus-1), que orienta a migracdo das DCs imaturas até o sitio tumoral. Apos a
maturacédo, as DCs expressam o receptor CCR7 e adquirem a capacidade de resposta
a MIP-3B (ELC, Exodus 3). Desta forma, as DCs deixam os tecidos injuriados e entram
no fluxo linfatico, dirigidas por MIP-3[3, que é expresso em vasos linfaticos e na regiao
paracortical dos linfonodos (BANCHEREAU et al., 2000).

Tudo o que foi descrito representa o quanto as DCs e os linfécitos Treg estao
conectados. Atualmente, a pesquisa envolvendo as DCs, os linfécitos Treg e a
expressao de citocinas dentro do microambiente tumoral esta mais bem definida em
seres humanos e camundongos. Poucos ensaios clinicos foram publicados
envolvendo a espécie canina e a principal explicagdo para tal se deve as limitadas
informagdes sobre as DCs caninas in vivo (WIEDER, 2003; MIELCAREK et al., 2007,
QESKAA, BAUMGARTNERA, BEINEKEA, 2013). A descoberta das DCs e dos
linfécitos Treg sé@o eventos de 10 a 15 anos, aproximadamente (QUEIROGA; LOPES,
2002; ZATLOUKAL et al.,, 2005; LANA; RUTTEMAN; WITHROW, 2007), mas o
entendimento do comportamento dessas populacdes celulares nas neoplasias
caninas, principalmente nas mamarias, ainda nao foi completamente esclarecido.

Assim, a realizacao deste estudo tem por finalidade tentar desvendar um pouco mais
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as correlagbes entre estas duas populacdes celulares, sob a influéncia direta do

comportamento mais agressivo do tumor.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Avaliar se ha uma relacdo entre o0 niumero de células dendriticas (imaturas e
maduras) e os de linfécitos T regulatdérios no microambiente de neoplasias

mamarias caninas.

Obijetivos especificos:

Identificar a populacdo e o posicionamento das células dendriticas mieloides
imaturas (CD11c*) e maduras (CD83") e de linfocitos T regulatérios (FOXP3*)
dentro das neoplasias mamarias do tipo simples em cadelas por meio de
imunohistoquimica;

Identificar a populagcéo e o posicionamento de linfocitos T CD4*, T CD8* e de
MHC-II nas neoplasias mamarias por meio de imunohistoquimica;

Identificar a presenca de células expressando citocinas regulatérias (TGF-(, IL-
10 e a enzima IDO), por meio da imunohistoquimica;

Identificar a presenca dos receptores de quimiocinas que atuem na migracéo de
DCs imaturas (CCR6) e de DCs maduras (CCR7) nas neoplasias mamarias por
meio de imunohistoquimica;

Verificar a associacdo entre todos os marcadores propostos dentro das
neoplasias de mama do tipo simples em cadelas e correlaciona-los com a

malignidade tumoral.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Selegcao das amostras

Neste estudo foram utilizadas 40 amostras de mama de cadelas com tumores
mamarios malignos e benignos, provenientes de 31 cadelas, sem predilecédo por raga
ou idade. Foram utilizados mais de um tumor proveniente de uma mesma cadela, que
apresentaram mais de um tumor na mesma cadeia mamaria, porém de tipos
histoldgicos diferentes. As cadelas foram atendidas pelos Servigcos de Oncologia e 0
de Obstetricia e Reproducao Animal do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”
da FCAV — Unesp, no periodo de 2011 a 2013. Os animais foram submetidos a
triagem clinica e encaminhados para o procedimento cirdrgico (mastectomia radical
unilateral), sob anestesia geral inalatéria, de acordo com todas as normas de bem-
estar animal. Destes animais foram selecionadas as amostras que se enquadraram
dentro do tipo histoldgico proposto para o estudo (carcinoma mamario do tipo simples,
dos subtipos papilar, tubular e solido). Os linfonodos inguinais (n=31) avaliados foram
submetidos as analises histopatolédgicas para a identificacdo de micrometastases.

Amostras de glandulas mamaéarias higidas (n=10) foram obtidas de cadelas
necropsiadas no Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV — Unesp, que
formaram o grupo controle (sem tumor). Os animais selecionados para o grupo
controle eram livres de doencas sistémicas ou de neoplasias. Foram utilizados mais
de uma mama controle proveniente de um mesmo animal.

As 50 amostras de tecido mamario utilizadas neste estudo foram distribuidas
em quatro grupos: G1 (10 mamas sem neoplasia, grupo controle), G2 (10 adenomas),
G3 (10 carcinomas papilares), G4 (10 carcinomas tubulares) e G5 (10 carcinomas
soélidos). Para todos os carcinomas foram selecionadas amostras representativas dos
diferentes tipos histologicos relacionados ao “carcinoma simples” (tabela 1). Os
tumores mistos e outros tipos de sarcomas foram excluidos do estudo devido a grande
heterogeneidade que estes tumores apresentam.

Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pelo comité de ética
sobre 0 uso de animais da FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal (CEUA 009019/14).
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Tabela 1. Distribuicdo das amostras de tecido mamario canino com e sem tumor nos
grupos, considerando os graus histologicos de malignidade.

Grupos Tipo Histolégico* Benignidade/Malignidade** Total
Gl Controle - 10
G2 Adenomas - 10
G3 Carcinoma papilar 1 5

2 5

G4 Carcinoma tubular 1 6
2 2

3 2

G5 Carcinoma sdélido 2 4
3 6

TOTAL 50

Legenda: classificacao histopatoldgica* de acordo com CASSALI et al. (2014) e graduagao** por Elston
e Elis (1998)

Todas as amostras obtidas foram avaliadas macroscopicamente,
considerando-se as dimensdes do tumor e sua relagcdo com o tecido adjacente e com
o linfonodo inguinal. Apés a clivagem das mamas, estas foram fixadas em solugéo de
formol a 10%, tamponado com fosfatos (pH 7,4), por 24 horas. Posteriormente, as
mesmas foram processadas até a inclusdo em parafina, cortadas em micrétomo na
espessura de 5um e coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). Todas as amostras
tumorais dos grupos G2, G3, G4 e G5 foram classificadas de acordo com Cassali et
al. (2014) e o grau de malignidade foi baseado em Elston e Elis (1998). Os parametros
utilizados para a analise microscopica foram a relacdo do tumor com o tecido
adjacente (infiltracdo, presenca de émbolos tumorais intravasculares), o padréo
histolégico do tumor (formacdo tubular, papilar ou solida), aspectos celulares
(anisocariose, cariomegalia), indice mitotico e presenca de metastase em linfonodos
regionais. Quanto a presenca de micrometdstases, somente dois linfonodos a
apresentaram, oriundos de duas fémeas que tiveram o histotipo sélido no diagnéstico

microscopico.

4.2 Andlise Imunohistoquimica

Os fragmentos de tecido mamario foram submetidos a técnica de

imunohistoquimica para a deteccdo de subpopulacdes de linfocitos Treg, T CD4, T
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CDS8, de células dendriticas mieloides imaturas (CD11c) e maduras (CD83), de MHC-
I, das citocinas IL-10 e TGF, da enzima IDO, dos receptores de quimiocina CCR6 e
CCRY (tabela 2).

De uma forma geral, os protocolos de imunohistoquimica para os diferentes
anticorpos foram constituidos por desparafinizacdo das laminas em estufa (60°C) por
uma hora e em seguida a imersao da laminas em xilol (20 min). Apés as laminas foram
hidratadas em solucdes de concentracdes decrescentes de alcool até a lavagem em
agua destilada. A recuperacao antigénica foi feita pelo calor (tabela 2). No bloqueio
da peroxidase enddgena utilizou-se produto comercial (Hidrogen Peroxide Block,
Spring, c6d. DHP125), por 30 min ou com solu¢cdo de metanol e 4gua oxigenada a
10%, por 30 min, protegido da luz. O bloqueio das proteinas inespecificas foi duplo,
com produto comercial (Protein Block, Dako, cod. X0909, por 1 hora), seguido de
incubacédo com solucao de leite em p6 desnatado diluido em agua destilada a 8%, por
1 hora, ambos em camara escura. O cromdogeno utilizado foi diaminobenzidina (3,3-
diaminobenzidina, Dako, cod. K3468-1), por 3 min. A contra-coloracéo foi realizada
com hematoxilina de Harris. Entre cada passo foram realizadas lavagens dos cortes
com solucdo tampéao de TRIS HCI, pH 7,4/ 5 min e agua destilada / 5 min.

Os controles positivos utilizados para todos os anticorpos foi linfonodo de céo
(Figura 2). Para os controles negativos, utilizou-se o diluente de anticorpo (Antibody
diluent with background reducing components, Dako, cod. S3022) em substituicdo ao

anticorpo primario.
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Figura 2. Fotomicrografias das imunomarcagdes em linfonodo canino, controles positivo. (A)
Marcacgéo citoplasmatica (detalhe) de linfocitos T CD4, barra 20 ym (detalhe: 40x). (B)
Marcacdo citoplasmatica (detalhe) para linfécitos T CD8, barra = 20 um (detalhe: 40x).
Complexo de polimeros ligados a peroxidase.

A densidade das células imunomarcadas para cada anticorpo foi determinada
pela contagem das células nas areas da mama que apresentaram maior
imunomarcacdo (hot spot), em cinco campos de grande aumento (obj. 40x,
area=0,032 um?) (ROSOLEM et al., 2015), em microscopio de luz (Nikon, E200). As
imagens capturadas foram analisados pelo software Cell Sens Standars Olympus
Corporation (versao 1.9, 2009-2013).



Tabela 2. Descri¢cdo dos anticorpos utilizados para imunohistoquimica nas mamas caninas com e sem tumores.

Anticorpos/ Clones Tipo celular Recuperacéo Diluicéo Incubacéo/ Conjugado Bloqueio
Marca/Codigo marcado Antigénica temperatura peroxidase
Anti-FOXP3 (goat polyclonal) - Linfocitos Treg Camara de pressao Pascal 1:2000 2h/temp. LSAB? (Dako) HPB®
Biorbyt (orb18370) (Dako), TRIS EDTA? ambiente
Anti-CD4 (mouse anti-dog) CA13.1E4 Linfécitos TCD4 Cémara de presséo Pascal 1:150 18h/4°C HRP* (Spring) HPB’
Bio-Rad (MCA1998S) (Dako), TRIS EDTA?
Anti-CD8 (mouse anti-dog) CA9.JD3 Linfécitos TCD8 Céamara de pressao Pascal 1:100 18h/4°C HRP# (Spring) HPB”
Bio-Rad (MCA1999S) (Dako), TRIS EDTA?
Anti-CD11c (mouse anti-dog) Novus CA11.6Al DCs mieloides Camara de pressao Pascal 1:25 24h/temp. Advance® (Dako) M+P8
Biologicals (NB100-65291) imaturas (Dako), TRIS EDTA! ambiente
Anti-CD83 (mouse anti-human) 1H4b DCs mieloides Banho-maria (95° C — 30 1:100 18h/4°C Advance® (Dako) M+P?
Abcam (ab49324) maduras min), Citrato?
Anti-HLA-DR TAL.1B5 Células expressando Banho-maria (95°C — 30 1:500 18h/4°C Advance® (Dako) M+P?
(mouse anti-human) MHC-II min), Citrato?
Dako (M0746)
Anti-IL-10 (rabbit polyclonal) Biorbyt - Células expressando Cémara de pressédo Pascal 1:500 18h/4°C HRP* (Spring) HPB®
(orb100193) IL-10 (Dako), Citrato?
Anti-TGF-[3 (rabbit polyclonal) Santa - Células expressando Cémara de pressédo Pascal 1:400 18h/4°C HRP* (Spring) HPB’
Cruz (SC-146) TGF-B (Dako), TRIS EDTAL
Anti-IDO (rabbit polyclonal) Biorbyt - Células expressando Camara de pressao Pascal 1:100 18h/4°C HRP# (Spring) HPBS
(orb18370) a enzima IDO (Dako), TRIS EDTA!
Anti-CCRG6 (rabbit polyclonal) - Receptores CCR6 Camara de presséo Pascal 1:500 18h/4°C HRP* (Spring) M+P?
Abcam (ab78429) (de MIP3-a) (Dako), TRIS EDTAL
Anti-CCRY7 (rabbit polyclonal) - Receptores CCR7 Camara de pressao Pascal 1:100 18h/4°C HRP* (Spring) M+P?
Abcam (ab140758) (de MIP3-B) (Dako), TRIS EDTA?

Legenda: 1- Tampao para recuperacao antigénica de pH 9,0; 2- tamp&o para recuperacao antigénica de pH 6,0; 3- Complexo Estreptavidina Biotina Peroxidase (kit LSAB —
Dakocytomation, c4d. K0690-1); 4- Kit HRP complexo de polimeros ligados a peroxidase (Spring, céd. DHP125); 5- Kit Advance HRP® (Dako Cytomation, cédigo K406889-
2); 6- Hydrogen peroxidase block (Spring, c6d. DHP125) aplicada antes do anticorpo primario; 7- Hydrogen peroxidase block (Spring, c6d. DHP125) aplicada depois do
anticorpo primario; 8- Metanol + peroxido de hidrogénio, 10%, aplicada depois do anticorpo primario; 9- Metanol + peroxido de hidrogénio, 10%, aplicado antes do anticorpo
primario.

9€
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4.3 Analise estatistica

As contagens das imunomarcacdes das variaveis imunoldgicas (CD11c, CD83,
MHC-II, FOXP3, CD4, CD8, enzima IDO, IL-10, TGF-B, CCR6 e CCR7) foram
submetidas a analises estatisticas descritivas, de correlacdo e multivariadas. Analises
de correlacéo de Pearson foram realizadas para estudo da relacdo entre as contagens
das imunomarcacdes dos diferentes anticorpos e os efeitos fixos que foram
controlados (grupo, idade dos animais e tamanho do tumor). Analise multivariada
discriminante foi realizada para identificar os possiveis fatores que poderiam ser
considerados na separacdo dos grupos. Assim, as variaveis foram padronizadas para
a distribuicdo normal Z (média zero e desvio-padrdo um). Correlagbes entre as
funcBes discriminantes e as varidveis acima (abaixo) de 0,60 (-0,60) foram
consideradas importantes para discriminar os grupos dentro da funcdo. Teste
multivariado de Pillai (P<0,05) foi utilizado para verificar a influéncia global dos efeitos
de grupo, idade dos animais e tamanho do tumor sobre as contagens das
imunomarcacdes dos diferentes anticorpos. Em adicdo, andlise do perfil dos grupos
de tumores foi realizada com base nas médias padronizadas das variaveis que foram
correlacionadas com o efeito de grupo. As analises estatisticas foram efetuadas

utilizando o programa estatistico R (R Core Team, 2017).
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5. RESULTADOS

A imunomarcagéo do anticorpo anti-CD11c para deteccdo das DCs mieloides
imaturas foi observada no citoplasma das células. No G1 (controles), as
imunomarcacdes estavam distribuidas pelo mioepitélio, adjacente a glandula
mamaria. No grupos G2 (adenomas), G3 (papilares) e G4 (tubulares) as células
positivas foram observadas no parénquima tumoral e, principalmente, em meio ao
infiltrado inflamatorio (figura 3A). No G5 (so6lidos) as células imunomarcadas se
encontravam ao redor do tumor (peritumoral).

A imunomarcacado de DCs mieloides maduras também foi citoplasmatica. Em
G1, ao redor dos &cinos e no mioepitélio. Em G2 (adenomas), G4 (tubulares) e G5
(sélidos), a marcacéo foi observada no estroma tumoral. Em G3 (papilares), estavam

presentes no infiltrado inflamatoério e aleatoriamente no estroma tumoral (figura 3B).

Figura 3. Fotomicrografias das imunomarcac¢des das DCs mieloides em tecido mamario de
cadelas com tumor. (A) Marcacéo citoplasmaética (detalhe) de DCs imaturas (CD11c) em meio
ao infiltrado inflamatério (*) de um carcinoma tubular grau | (G4, barra = 50 um) (detalhe: 40x).
(B) Marcacéo citoplasmatica (detalhe) das DCs maduras (CD83) em regido peritumoral (*) de
um carcinoma tubular grau | (G3; barra = 20 ym) (detalhe: 40x). Complexo de polimero ligado
a peroxidase.

A imunodeteccdo de MHC-II foi observada no citoplasma de células do infiltrado
inflamatorio (linfocitos, plasmadcitos, macrofagos) (Figura 4A), além das proprias
células tumorais. No grupo G1 (controles) as imunomarcacdes estavam distribuidas
aleatoriamente pelo epitélio mamario. Nos grupos G2 (adenomas) e G3 (papilares),

as células imunomarcadas foram observadas no infiltrado inflamatério e no mioepitélio
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(figura 2A). Nos grupos G4 (tubulares) e G5 (sélidos), as células com marcacéo
positiva foram observadas no estroma tumoral, nas células tumorais e no infiltrado
inflamatorio.

Os linfocitos Treg tiveram marcacdo nuclear para todos os grupos (figura 4B).
Em G1 (controles) e G2 (adenomas), a presenca de células imunomarcadas para
FOXP3 foi reduzida e localizada somente ao redor das células epiteliais. Em G3
(papilares), a marcacao foi predominante no infiltrado inflamatorio peritumoral. Em G4
(tubulares) a mesma foi observada no parénquima tumoral, relacionada ao infiltrado
inflamatorio e as células tumorais. Em G5 (sélidos) a deteccdo de FOXP3 ocorreu no

infiltrado inflamatdrio e na regido peritumoral.
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Figura 4. Fotomicrografias do tecido maméario de cadelas com tumor.
citoplasmatica no infiltrado inflamatério e nas células tumorais (detalhe) de MHC-II em um
carcinoma papilar grau | (G3) (Complexo de polimero ligado a peroxidase). Barra = 50 uym
(detalhe: 40x). (B) Marcacgéo nuclear (detalhe) para linfécito Treg em um carcinoma tubular
grau Il (G4). Barra = 20 ym (detalhe: 40x). Estreptavidina Biotina Peroxidase;

Os linfocitos T auxiliares (CD4) foram observados préximos ao epitélio mamario
(G1 - controles e G2 — adenomas), em menor densidade celular. Em G3 (papilares),
no mioepitélio das papilas e no infiltrado inflamatério. Em G4 (tubulares), estas células
foram detectadas na regido peritumoral, no infiltrado inflamatério (figura 5A) e
entremeada as células tumorais. Em G5 (sélidos), células CD4 positivas apareceram
no infiltrado intratumoral.

Os linfocitos T citotdéxicos (CD8 / figura 5B) foram observados em todos os
grupos, no infiltrado inflamatério. No entanto, em G3 (papilares) predominaram na
regido peritumoral, em G5 (sélidos) a marcacéo foi identificada nas préoprias células



40

tumorais. Em G2 (adenomas) e G4 (tubulares) houve marcacao tumoral e peritumoral.
Em G1 (controles) poucas células estavam imunomarcadas distribuidas

aleatoriamente pela glandula mamaria.
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Figura 5. Fotomicrografias das imunomarcagfes em tecido mamario de cadelas com tumor.
(A) Marcacao citoplasmética (detalhe) de linfocitos T CD4 no infiltrado inflamatorio (*)
peritumoral de um carcinoma papilar grau Il (G3). Barra 20 um (detalhe: 40x). (B) Marcacgéo
citoplasmatica (detalhe) para linfocitos TCD8 em carcinoma tubular grau | (G4). Barra = 20
pum (detalhe: 40x). Complexo de polimeros ligados a peroxidase.

A enzima Indoleamine 2,3-dyoxigenase (anti-IDO) foi detectada no citoplasma
das células (figura 6A). Em G1 (controles), a marcacado ocorreu em células proximas
as células epiteliais. Em G2 (adenomas) e G3 (papilares) verificou-se apenas no
infiltrado inflamatério. Em G4 (tubulares), a localizacdo da marcacao foi em meio ao
estroma tumoral, principalmente em linfocitos, plasmadcitos e nas células mioepiteliais.
Em G5 (sodlidos), a mesma foi escassa em linfocitos, plasmocitos e na regiao
peritumoral.

Para a interleucina 10 (IL-10), a marcagéo foi citoplasmatica (figura 6B, detalhe),
sendo que em G2 (adenomas) a marcacdo foi somente no infiltrado inflamatoério
peritumoral; em G3 (papilares) e G5 (sdlidos), no infiltrado inflamatorio peritumoral e
também nas células tumorais; em G4 (tubulares) a mesma foi observada no estroma

tumoral.
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Figura 6. Fotomicrografias das imunomarcagfes em tecido mamario de cadelas com tumor.
(A) Marcacéo da enzima IDO no infiltrado inflamatorio (*) peritumoral de um carcinoma papilar
grau Il (G3, detalhe) Barra: 20 uym (detalhe: 40x). (B) Células inflamatorias e endoteliais (*)
positivas para IL-10 em um carcinoma papilar grau Il (G3). Barra = 20 ym (detalhe: 40x).
Complexo de polimeros ligados a peroxidase.

O fator de transformacdo de crescimento beta (TGF-B) teve marcacéo
citoplasmatica (figura 7). Para G1 e G2, a marcagéo foi evidente somente em discretos
focos de infiltrado inflamatorio associados a mama. Em G3, G4 e G5 as células
imunomarcadas foram macroéfagos e linfocitos, distribuidos nos infiltrados intra e peri-

tumorais.

Figura 7. Fotomicrografia da imunomarcagao em tecido mamario de cadelas com tumor para
TGFB (marcacao citoplasmatica no detalhe) em infiltrado inflamatério (*) peritumoral de um
carcinoma tubular grau | (G4). Barra = 100 um. (detalhe: 40x). Complexo de polimeros ligados
a peroxidase.
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Para os receptores das quimiocinas MIP3-a (CCR6) e MIP3-B (CCR7), as
marcacdes foram citoplasmaticas (figuras 8A e 8B, respectivamente). Em Gl1
(controles), G2 (adenomas), G4 (tubulares) e G5 (sélidos) a imunodeteccédo do CCR6
ocorreu no infiltrado inflamatério e nas células tumorais; em G3 (papilares), foi
observado no infiltrado inflamatério intratumoral. A imunodeteccdo do CCR7 foi
predominante no estroma tumoral e no infiltrado inflamatério nos grupos G3
(papilares), G4 (tubulares) e G5 (sélidos). Em G2 (adenomas) foi possivel ainda
observar marcacdo de endotélio de vasos linfaticos. Em G3 (papilares) houve
marcacao também ao redor do tumor. G1 apresentou marcacgéao aleatéria (menor) em

células inflamatoérias.

Figura 8. Fotomicrografia das imunomarcacdes em tecido mamario de cadelas com tumor.
(A) Marcagédo de CCR6 (detalhe) em infiltrado inflamatdério (*) peritumoral de um carcinoma
tubular grau | (grupo G4) Barra: 20 ym (detalhe: 40x). (B) Marcacao positiva para CCR7 em
meio ao infiltrado inflamatério (*) de um carcinoma tubular grau | (grupo G4). Barra = 20 ym
(detalhe: 40x). Complexo de polimeros ligados a peroxidase.

As cadelas com tumor deste estudo tiveram idade média de 10,5 anos (variacao
entre seis e 16 anos). As meédias de cada variavel referentes a idade, tamanho do

tumor e as imunomarcacodes estao descritas na tabela 3.



43

Tabela 3. Tabela descritiva que mostra as médias, desvio padréo, valores minimos e
maximos gerais das contagens de células imunomarcadas observados de todas as
variaveis propostas (fixas e imunologicas).

Variaveis Meédia Desvio padrdo Mediana Minimo Maximo

Idade* 10,54 2,65 10,0 6,0 16,0
Tamanho* 2,64 2,22 1.4 0,4 9,0
CD4 7,00 8,58 4.8 0,0 48,8
CDS8 7,59 12,22 3,4 0,0 51,8
CD11c 2,51 2,35 1,8 0,0 8,6
CDS83 2,47 1,91 2,0 0,0 8,2
FOXP3 3,20 3,79 2,0 0,0 15,4
IL-10 38,61 73,59 21,2 0,0 469,4
IDO 2,73 4,39 1,4 0,0 25,8
MHC-II 60,88 56,53 50,4 1,8 263,6
TGF-B 3,54 4,12 2,6 0,0 19,6
CCR6 4,96 6,19 2,8 0,0 25,8
CCRY7 6,03 6,70 3,6 0,0 28,2

Legenda: CD4: marcador de linfocitos T helper. CD8: Marcador de linfocitos T citotoxicos. CD11c:
marcador de células dendriticas mieloides imaturas. CD83: marcador de células dendriticas mieloides
maduras. FoxP3: fator de transcri¢éo para linfocitos T regulatérios. IL-10: marcador de interleucina 10.
IDO: marcador da enzima indolamina 2,3-dioxigenase. MHC-II: marcador de moléculas do complexo
de histocompatibilade principal de classe II. TGF-B: marcador de fator de transformagéo do crescimento
beta. CCR6: marcador de receptor da quimiocina MIP-3a. CCR7: marcador de receptor da quimiocina
MIP-3B.

* Para as categorias “idade” e “tamanho”, nao foi incluido o G1 (grupo controle).

A andlise de correlacdo de Pearson demonstrou que a maioria das variaveis
imunoldgicas tiveram correlacdes positivas médias e fortes dentro das populacdes de
mamas avaliadas. Observa-se as seguintes correlacdes positivas demonstradas na
tabela 4. O CD83 foi o Unico que apresentou nao apresentou diferencas significativas
entre as correlacdbes com as demais variaveis, porém foi a Unica que apresentou
correlacdo negativa e fraca (todas as informacdes acima citadas estéo detalhadas na
tabela 4).



Tabela 4. Determinacdo do coeficiente de correlagcdo de Pearson para as variaveis fisicas (grupo, idade e tamanho
tumoral) e as variaveis imunolégicas (CD4, CD8, CD11c, CD83, FOXP3, IL-10, enzima IDO, TGF- 3, CCR6 e CCR7) em tecido

mamario canino dos grupos G1, G2, G3, G4 e G5.

Grupo
Idade
Tamanho
CD4
CD8
CD11c
CD83
FOXP3
IL-10
IDO
MHC-II
TGF-B
CCR6
CCRY7

1.00

0.70  1.00

0.50 0.48 1.00

N N 0.30 1.00

N N N 1.00

N N N 0.36 045 1.00

N N N N N N 1.00

0.34 N N N N N N 1.00

0.29 N N N N N N 0.37 1.00

N N N N N N N N 0.34 1.00

N N 0.32 0.31 N 0.33 N 0.39 0.35 N 1.00

N N 0.36 N N N N N N 0.57 N 1.00

0.65 0.36 N N N N N 0.31 N N N N 1.00

0.37 N N 0.29 N N N 0.31 0.38 0.33 0.40 N 0.29 1.00
Grupo Idade Tamanho CD4 CD8 CDl1lc CD83 FOX-P3 IL-10 IDO MHC-II TGF-B CCR6 CCRY

Legenda: A tabela apresenta os resultados com significAncia estatistica (negrito) para a analise de correlacdo de Pearson. indices positivos apresentam
correlagbes diretamente proporcionais, indices negativos apresentam correlagbes inversamente proporcionais. Correlagbes abaixo de 0,28 foram
consideradas fracas. CD4 (linfocitos T helper), CD8 (linfocitos T citotoxico), CD11c (células dendriticas mieloides imaturas), CD83 (células dendriticas
mieloides maduras), FOXP3 (fator de transcricdo para linfécitos T regulatdrios), IL-10 (interleucina 10), IDO (enzima indolamina 2,3-dioxigenase), TGF-
B (fator de transformagao de crescimento beta), CCR6 (receptor de quimiocina MIP-3a) e CCR7 (receptor de quimiocina MIP-3B), N (relagdo sem
significado estatistico).
Valor de p: o grupo e idade (p<0,01), o grupo e tamanho tumoral (p<0,01), o grupo e FOXP3 (p<0,02), o grupo e CCR6 (p<0,01). Entre a idade e CCR6
(p<0,01) e entre a idade e o tamanho tumoral (p<0,01). Entre o tamanho tumoral e TGF-B (p<0,01), tamanho tumoral e MHC-II (p<0,03), tamanho tumoral
e CD4 (p<0,04). Entre o CD4 e MHC-II (p<0,04), o CD4 e CD11c (p<0,01). Entre o CD8 e o CD11c (p<0,01). Entre CD11c e MHC-II (p<0,02). Entre
FOXP3 e CCR7 (p<0,03), FOXP3 e CCR6 (p<0,04), entre FOXP3 e MHC-II (p<0,01), entre FOXP3 e IL-10 (p<0,01). Entre a enzima IDO e CCR7
(p<0,01), entre IDO e IL-10 (p<0,02). Entre MHC-1l e CCR7 (p<0,01). Entre CCR6 e CCr7 (p<0,05). Entre CCR7 e o grupo (p<0,01), CCR7 e IL-10 (0,01).

144



45

Com base nos resultados obtidos na correlagéo de Pearson, foi realizado o teste
multivariado de Pillai que verificou a influéncia global dos efeitos fixos de “grupos”,
‘idade dos animais” e “tamanho tumoral” sobre as contagens das marcag¢des dos
diferentes anticorpos utilizados. O teste demonstrou que todos os tumores tiveram
influéncia nas variagdes imunoldgicas observadas no presente estudo. As variaveis
“tamanho tumoral” e “idade” n&o influenciaram significativamente as contagens das

variaveis imunoldégicas (tabela 5).

Tabela 5. Analise multivariada de Pillai, mostrando a influéncia das variaveis “grupo”,
‘idade” e “tamanho tumoral” sobre as imunomarcacgdes realizadas.

DF Pillai  approx F Pr(>F)

Grupo 4 2,25024  3,8581 1,128e-09 ***
Idade 1 0,31464  1,2521 0,2981
Tamanho 1 0,34544  1,4393 0,2069

Residuals 38
Legenda: P<0.0001 “**’; DF: grau de liberdade;

Foi realizada entdo, uma andlise univariada, com o objetivo de demonstrar o grau
de influéncia de cada imunomarcacéo realizada sobre o grupo, a idade e o tamanho
tumoral. Mesmo os fatores “idade” e “tamanho” apresentando relevancia na analise
univariada, seu resultado nao foi considerado significante, visto que de acordo com a
andlise multivariada de Pillai, estes dois fatores foram considerados “eventos ao
acaso”, sendo portanto, desconsiderados dos resultados da analise univariada. No
geral, a variavel “grupo” teve influéncia para as variaveis CD4, CD8, CD11c, FOXP3,
IL-10, MHC-II, CCR6 e CCRY7.

Uma andlise de perfil de grupos foi realizada a partir das variaveis que foram
influenciadas pelo fator grupo (tabela 4, coluna “grupo”) e que estao identificadas no
eixo “x” da figura 7. Foi possivel observar que G1 (controles) e G2 (adenomas) se
mantiveram abaixo da média e se distanciaram dos outros trés grupos (G3, G4 e G5),
formados por tumores malignos. O G3 (papilares) teve correlacdo com o tamanho
tumoral e correlacdes discretas e até abaixo da média quando comparados com 0s
outros grupos para as demais variaveis. O G4 (tubulares) apresentou alta correlacéo
com a o FOXP-3, IL-10, CCR6 e CCR7. O G5 (sdlidos) foi o grupo que teve maior
correlagdo com o tamanho tumoral e com a idade elevada das fémeas (idosas), bem

como, com o nivel de marcacdes para CCR6 (figura 9).
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Figura 9. Médias padronizadas por grupo, das variaveis idade, tamanho tumoral,
imunomarcacédo de FOXP-3, IL-10, CCR6 e CCR7 nas mamas com e sem tumor.

Legenda: tam: tamanho; FOXP3: fator de transcrigdo para linfocitos T regulatorios; IL-10: interleucina
10; CCRE6 (receptor de quimiocina MIP-3a); CCR7 (receptor de quimiocina MIP-33). Grupol: amostras
controles; grupo 2: adenomas; grupo 3: carcinomas papilares; grupo 4: carcinomas tubulares; grupo 5:
carcinomas solidos.

Por fim, uma analise discriminante foi construida para separar os tumores
por caracteristicas de malignidade e, de acordo com a correlagdo estabelecida entre
as funcdes discriminantes com as variaveis originais (tabela 6), pode-se observar que
somente as variaveis idade, CCR6 e CCRY7 influenciaram na separacdo das amostras
gue tinham ou ndo tumores (agrupamento 1), enquanto que somente a variavel CCR7
discriminou as amostras pela malignidade das mesmas (agrupamento 2). Para esta
avaliacdo, foram consideradas associacdes importantes acima ou abaixo de 0,6

(figura 10).
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Tabela 6. Correlacdo estabelecida para as funcdes discriminantes das variaveis
originais do tecido mamario canino.

FLD1 FLD2
Idade -0,73 -0,53
Tamanho -0,52 -0,42
Foxp3 -0,54 0,41
[1-10 -0,45 0,41
CCR6 -0,68 -0,12
CCR7 -0,62 0,63

Legenda: FLD1: fun¢éo linear discriminante 1; FLD2: funcdo linear discriminante 2; FOXP3: fator de
transcricdo para linfécitos T regulatérios; IL-10: interleucina 10; CCR6 (receptor de quimiocina MIP-3a);
CCRY (receptor de quimiocina MIP-3p).

* Grupol
= Grupod
Grupod
f; Grupod
= =+ — Grupos
m
=
E o7 )
=
] . L r
a2 o - (2 e
S e - €7
o
|.m N ]
L 1
=
=3
[TH | | |
-4 -2 0 2

Funcao discriminante 1

Figura 10. Representacéo grafica discriminante por grupo (funcéo discriminante 1) e
por malignidade tumoral (fungéo discriminante 2).

Legenda: fungcdo discriminante 1: representada pelas variaveis idade, CCR6 e CCR7; fungdo
discriminante 2: representada pela variavel CCR7. Grupol: amostras controles; grupo 2: adenomas;
grupo 3: carcinomas papilares; grupo 4: carcinomas tubulares; grupo 5: carcinomas sélido.

Com base na figura 10, observou-se que a primeira funcao discriminante foi
importante para separar o grupo controle e dos adenomas (G1 e G2, respectivamente)
dos grupos de tumores malignos (G3, G4 e G5). A partir da segunda funcéo
discriminante, constatou-se a diferenciacdo de acordo com a malignidade tumoral,

estabelecendo diferengas entre os animais dos G3, G4 e G5.



48

6. DISCUSSAO

Na avaliacdo conjunta multivarada, as populacdes de DCs mieloides imaturas e
maduras estiveram pouco expressas nos tumores estudados, bem como a populagao
de linfocitos Treg. Todavia, na avaliacado univariada, as DCs imaturas estiveram bem
evidentes no G2 (adenomas) e em G3 (papilares), enquanto que os linfocitos Treg
estiveram mais evidentes no G3 (papilares) e G4 (tubulares). Este fato chama a
atencdo pois pode refletir uma quebra de equilibrio existente entre essas duas
populacbes, seguindo os achados de Darrasse-Jeze e colaboradores (2009).
Segundo a teoria do feedback de equilibrio entre DCs e Tregs (como foi verificado em
camundongos com diabetes tipo 1), a perda de DCs leva a uma perda consequente
de linfécitos Treg, o que pode aumentar o risco do desenvolvimento de uma doenca
auto-imune. Essa diminuicdo de linfocitos Treg resulta em um aumento dependente
de FIt3 em DCs, 0 que leva a um aumento homeostéatico das células Treg, que por
sua vez leva a um retorno ao equilibrio imune (DARRASSE-JEZE et al., 2009). No
presente estudo, por se tratar de neoplasias, foi possivel perceber que esta
homeostase foi afetada justamente quando ha muito mais linfécitos Treg e poucas
DCs nos tumores com histotipos mais agressivos, 0 que sugere uma atividade pro-
tumoral.

Neste estudo, assim como em estudos anteriores (ROSOLEM et al., 2015) as
DCs imaturas foram encontradas no parénquima tumoral e raramente no estroma e o
inverso ocorreu com as DCs maduras. Nossos estudos ainda se assemelham aos
encontrados por Bell et al. (1999), que relataram que em adenocarcinomas de mama
em mulheres foi detectado que DCs imaturas ficam compartimentalizadas no meio das
células tumorais, enquanto que DCs maduras ficam restritas a regiao peri-tumoral. De
acordo com Bell et al (1999), esta separacao de populacdes de DCs mieloides poderia
indicar que os fatores estromais podem determinar a adesao das DCs, visto que
fisiologicamente, as DCs maduras somente predominam em 6rgaos linfoides, onde
elas interagem intimamente com os linfocitos T.
Em relacdo as correlagbes positivas encontradas, observou-se que quando

aumentava as DCs imaturas (CD11c), também aumentavam os linfocitos T CD4 e
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CD8. Todavia, a quantidade de células destas trés populacdes foram baixas em
relacdo as demais populacdes celulares avaliadas. Este fato pode indicar que um
certo controle do tumor sobre as mesmas, ja que a diminuicdo ou mesmo a auséncia
de linfécitos T citotoxicos (CD8) efetores ja foi relacionado a um maior potencial
metastatico em adenocarcinomas mamarios em mulheres (DeNARDO, et al., 2011),
0 que ja indica uma atividade pro-tumoral. Correla¢des positivas significativas também
foram observadas entre o MHC-II, tamanho tumoral, CD4, CD11c, FOXP3, IL-10 e
CCRY7 serao discutidas ao longo deste texto.

A correlagédo positiva entre a idade e o tamanho tumoral refletiu que quanto mais
velhas as cadelas, maior foi o tamanho tumoral, o que corrobora com a literatura, que
destaca que as cadelas de meia idade a idosas sdo as mais acometidas por
tumoracdes em glandula mamaria (QUEIROGA; LOPES, 2002; ZATLOUKAL et al.,
2005; OLIVEIRA-FILHO et al., 2010). Ao considerar todos os grupos avaliados, o
tamanho médio das neoformacdes foi pequeno, todavia este estudo analisou apenas
tumores do tipo simples, que tendem a ser menores que 0s carcinomas em tumores
mistos, por exemplo, além de que, os tumores sem metastase regional ou a distancia
geralmente apresentam tumores com tamanho entre trés e cinco centimetros, em
média (QUEIROGA; LOPES, 2002), fato este observado neste estudo quando
detectou-se que 0s Unicos tumores com metastase regional deste estudo foram os
gue mediram nove e 7 centimetros, respectivamente.

Mesmo que o tamanho médio dos tumores tenha sido pequeno, os que mediram
acima de cinco centimetros apresentaram maior expressédo de MHC-II, TGF-3 e CDA4.
O aumento de MHC-II, pode ser explicado por alteracao de transcricdo do gene HLA
ou a modificacdo no poés-traducao (JIN LEE, et al., 2016); ja 0 aumento de TGF-f3, que
€ uma potente citocina anti-inflamatéria inibidora da proliferacdo celular, que atua
como um supressor da resposta imune, pode se tornar um fator oncogénico
importante dentro do microambiente tumoral (KUBICZKOVA et al, 2012). O TGF-
também estd envolvido na inibicdo da proliferacdo dos linfécitos T efetores e na
inibicdo dos macréfagos e das DCs (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2015). No presente
estudo, a ndo evidenciacdo de DCs maduras em tumores maiores pode estar

relacionada ao aumento do TGF-[3.
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Quanto a imunodeteccdo de células positivas para MHC-II e de IL-10, estas
estiveram altas. No entanto, a literatura relata que a presenca de IL-10 tende a ajudar
na diminuicdo do MHC-II e 0 CD86 expressos (molécula co-estimulatoria assim como
0 CD83, de DCs maduras) (TZE et al., 2011; ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2015).
Segundo Tze e colaboradores (2011), ratos com deficiéncia de CD83 apresentaram
diminuic&o na selecéo positiva de células T CD4 no timo e na expressao da superficie
celular de MHC-II e CD86 em DCs, linfocitos B e epitélio timico, ainda que a expressao
de proteinas CD83 anula o efeito supressor da IL-10 na exibicdo de superficie de
MHC-Il e CD86.

A imunodeteccdo aumentada de MHC-II pode ocorrer por alteragcdo de
transcricdo do gene HLA ou a modificacdo pés-traducao, fato este que esta sempre
atrelado a progressao tumoral (JIN LEE, et al., 2016). Como no presente estudo houve
pouca expressdo de DCs imaturas e maduras, entdo € possivel que outras células do
sistema imunoldgico possam ter expressado MHC-II, numa troca de receptores e
ligantes especificos. Uma situacao crénica como nos tumores, permite o surgimento
de mecanismos compensatorios, que podem confundir qualquer déficit primario,
principalmente porque o CD11c pode ser expresso sobre macréfagos, células NK,
células epiteliais e muitos outros leucdcitos (DARRASSE-JEZE et al., 2009).

A imunodeteccdo do MHC-II deveria ser em membrana plasmatica, ja que as
moléculas deve estar na membrana plasmatica no momento da comunicacdo com 0s
linfécitos T virgens, e ndo no citoplasma como foi identificado neste estudo (ABBAS,
LITCHAMN, PILLAI, 2015). Esse fato ja foi identificado em estudos anteriores
(ROSOLEM et al., 2015) e pode ser observado como uma ineficiente expressao de
moléculas do MHC-II e que pode explicar a incapacidade de apresentacdo antigénica
para linfocitos T virgens, ou seja, as moléculas de MHC-II ndo conseguem se deslocar
para a membrana citoplasmatica das APC’s, assim como também foi descrito por
Abbas; Lichtman; Pillai (2015).

A IL-10 é um interleucina que consegue inibir a expressdo de moléculas co-
estimulatorias e moléculas de MHC-Il em DCs dentro de um microambiente tumoral,
para inibir a ativacdo de linfécitos T e cessar as reacfes imunes mediadas pelas
APC’s. Se TGF-B e IL-10 sdo expressas em maior quantidade dentro do

microambiente tumoral, suprimindo a presenca das DCs maduras, isso indica que ha
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uma populacao elevada de linfécitos Treg presentes neste microambiente, mantendo
0 ambiente imunossupressor (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2015); este fato n&o foi
observado no presente estudo, visto que a populacdo de linfocitos T regs néo foi téo
expressiva. Ja a intensa presenca de IL-10 observada pode ter induzido a diminuicédo
da expresséo de CD83 pelas DCs maduras.

A enzima IDO foi correlacionada positivamente com a IL-10, TGF- e o CCR7
dentro das amostras analisadas. Esta correlacdo demonstra que a presenca da
enzima IDO possa ser mais um auxilio pro-tumoral, pois o catabolismo do triptofano
através da atividade da enzima IDO pode causar falta de resposta e tolerancia sobre
os linfécitos T, j& que as DCs que se diferenciaram sob as condigbes de baixo
triptofano adquirem uma forte capacidade tolerogénica. Funcionalmente, as DCs
privadas de triptofano mostram uma capacidade reduzida para estimular células T
(BRENK et al., 2009). A presenca da enzima IDO ja foi relacionada a um pior
prognostico em pacientes humanos com tumores colo-retais (BRANDACHER et al.,
2006; FERDINANDE et al., 2012).

Os grupos tumorais (G2 a G5) apresentaram correlacdes positivas com o0 CCR7,
CCR®6, IL-10 e FOXP3. A imunoexpressao de CCR6, CCR7, IL-10 e FOXP3 esta
associada a um progndéstico mais reservado (SHURIN, et al., 2006; BOYLE et al.,
2015). O CCRY7 é considerado um marcador importante na predi¢cdo da metastase dos
linfonodos axilares em carcinomas de mama em mulheres, porque a sua expressao
excessiva € correlacionada com tumores primarios maiores, invasao linfatica mais
profunda e taxas de sobrevivéncia mais pobres dada a promoc¢ao da expresséo e a
secrecéo do fator VEGF-C linfangiogénico (CUNNINGHAM et al., 2010; TUTUNEA-
FATAN et al., 2015). Ainda ha o fato de que algumas DCs imaturas também podem
aumentar os niveis de CCR7 nos tecidos periféricos, o que lhes permite migrar para
0s oOrgaos linfoides sem assumir um fendtipo totalmente maduro. Essas DCs
migratorias favorecem a inducao de linfocitos Tregs adaptativos em vez de linfocitos
efetores, 0o que diminiu ainda mais o numero de linfécitos T CD4 e CD8 efetores no
sitio tumoral e aumentou mais ainda o numero de linfocitos Tregs. A deficiéncia de
CCRY7 prejudica entdo a migracao linfatica de DCs imaturas e compromete a indugao
de tolerancia (MALDONADO; VON ADRIAN, 2010), o que seria mais um fator pro-

tumoral e que dificulta a atividade eficiente do sistema imunoldgico em deter o mesmo.
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No presente estudo, a evidéncia de metastase regional ocorreu em dois casos onde
0s tumores eram macroscopicamente grandes e eram do histotipo solido, o que ilustra
esse conexdo com o aumento de CCRY7, principalmente no G5 (tumores solidos).

O CCR6, que é um receptor da quimiocina MIP3-a, a principal quimiocina de
atracdo de DCs imaturas in vivo (BANCHEREAU, et al., 2000), teve expressiva
marcagao em tumores maiores que cinco cm e em animais mais velhos, indicando a
sua relagcdo com a cronicidade da evolucdo tumoral. Em mulheres, a marcacdo de
CCR6 é considerada um dos fatores de pior prognostico, pois ja foram ligados ao
estagio e grau tumoral, uma vez que medeiam macrofagos e DCs para o
microambiente tumoral (BOYLE et al., 2015) e em pacientes humanos com cancer
colo-retal como um indicativo de mau progndstico, principalmente por estar
relacionado com metastase in vivo (LIU et al., 2014; BOYLE et al., 2015). Na analise
de perfil de médias padronizadas nos grupos, foi possivel observar que G4 e G5
tiveram maiores niveis de marcacdo para FOXP3, IL-10 e CCR7 e CCR6, tamanho
tumoral e idade. Tais dados sugerem que o CCR6 teve papel importante na atividade
de tumores mais agressivos em pacientes mais velhas. Estudos futuros devem ser
realizados a fim de definir se 0 CCR6 também pode ser um fator prognostico decisivo
em cadelas, assim como é em mulheres (BOYLE et al, 2015).

A analise multivariada de Pillai demonstrou que as variaveis “grupo” e “tamanho
tumoral” influenciaram diretamente o grupo de variaveis imunoldgicas avaliadas.
Porém, quando foi avaliada quais variaveis exerceram influéncia nos grupos, as
diferencas significativas foram somente para CD4, CD8, CD11c, FOXP3, IL-10, MHC-
I, CCR6 e CCRY. Este resultado mostrou que a presenca ou auséncia de tumores na
glandula maméria canina influenciou na menor ou maior proporcao destes parametros
na mama. Um estudo com cancer ovariano seroso em humanos levantou o termo
‘rede imunossupressora” agindo a favor da progressdo da malignidade tumoral
(PRESTON et al. 2013). Este termo foi utilizado para se referir a um grupo de
marcadores tumorais que incluiu linfécitos TCD8, CD4 e T regs, que auxiliaram no
desenvolvimento tumoral e na menor sobrevida das pacientes. No presente estudo, a
acao destas variaveis podem ter formado essa ‘rede imunossupressora”, ao
auxiliarem na criagdo de um ambiente inibitorio para o desenvolvimento de uma

resposta imune eficiente contra o tumor.
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A correlacdo estabelecida entre as fungBes discriminantes com as variaveis
originais resultou em uma relagéo estreita entre as variaveis idade, CCR6 e CCR7
(que influenciaram na separacdo das amostras) e na relacdo do CCR7 com a
malignidade tumoral. De acordo com Suzuki et al., 2012, a expressao de CCR7 pelos
linfécitos T regs pode ser correlacionada, fisiologicamente, com a idade em humanos,
justamente pelo proprio envelhecimento do paciente, assim produzem menos
linfocitos T regs e linfécitos T CD8, visto que a imunossenescéncia esta associada a
um estado inflamatério crénico. Em se tratando de um ambiente tumoral, sugere-se
que o CCR6 poderia estar sendo expresso, aproveitando essa falha imunolégica para
atrair mais DCs tolerogénicas para o ambiente tumoral. A prova disso € a
imunodeteccédo de CCR6 em paciente humanos com cancer colo-retal € um indicativo
de mau progndstico, principalmente por estar relacionado com metéstase in vivo (LIU
et al., 2014).

Ja a evidente conexdo entre a marcacdo de CCR7 e a malignidade dos tumores
pode ser explicada pela capacidade do CCR7 auxiliar a disseminacédo do tumor. De
acordo com Tutunea-Fatan e colaboradores (2015), o CCR7 emergiu como um
marcador importante na predicdo da metastase dos linfonodos axilares em
carcinomas de mama em mulheres, justamente porque a sua expressao excessiva é
correlacionada com tumores primarios maiores, invasao linfatica mais profunda e
taxas de sobrevivéncia mais pobres dada a promoc¢éo da expresséo e a secrecdo do
fator VEGF-C linfangiogénico. No presente estudo ndo houveram mais do que dois
casos de metastase linfatica regional e nenhum caso de metastase a distancia;
todavia, é impreciso afirmar que os tumores avaliados nao evoluiriam para a
metastase, principalmente quando a figura 7 mostrou que no quadrante central ha
presenca de animais que tiveram tumores papilar, tubular, sélido e até mesmo,
adenomas. Essa miscigenacéo de tumores que receberam classificacéo histologica e
graduacéo de malignidade diferentes (de acordo com as classificacées para tumor de
mama em cadelas propostas por de MISDORP, 1999, GOLDSCHIMIDT et al., 2011 e
CASSALI et al., 2014 e a classificagdo quanto ao grau de malignidade como é definido
por ELSTON e ELIS, 1998) provam que os tumores podem exibir um padrao estrutural

e de desenvolvimento, e prova-se 0 quanto a atividade imunorregulatéria esta acima
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dos padrdes subjetivos e que influenciam muito mais, por exemplo, no tratamento
futuro das pacientes.

Por fim, este estudo possibilitou observar que o microambiente tumoral
consegue exercer uma forca intensa e, em muitos casos, superior a for¢ca do sistema
imunolégico. Apesar de a resposta imune ser muito individual, ou seja, varia de
paciente para paciente, de espécie para espécie, as formas de modulagéo e escape
tumoral sdo bem pertinentes para qualquer paciente portador de um tumor. A
percepcdo de que ndo somente uma célula, nem tdo pouco um tipo celular, mas
muitas células, de diversas funcdes, falham em suas funcbes originais, faz-se
entender que exista uma verdadeira rede imunossupressora, formada para manter o
desenvolvimento tumoral. N&o foi diferente com a células dendriticas, os linfocitos T
regulatorios, as interleucinas, as quimiocinas dentro dos tumores mamarios caninos.
Além disso, o fato de a idade avancada ser a fase mais comum para o
desenvolvimento desta doenca enaltece mais ainda a questao do envelhecimento do
sistema imune, que decai a sua atividade em uma fase muito critica, diante do
crescimento neoplasico. Nao resta duvidas de que os tratamentos futuros contra o
cancer deverdo ser focados na modulacdo individual de cada sistema imunologico

afetado pela presenca de um cancer.
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7. CONCLUSOES

Foi possivel concluir que:

As cadelas idosas foram as que apresentaram 0s maiores tumores (acima de
cinco cm), principalmente do tipo soélido;

Os quatro diferentes tipos tumorais estudados apresentaram variacdo quanto
ao posicionamento das células dendriticas e linfécitos Tregs, principalmente;
em sua maioria, as DCs imaturas permaneceram no parénquima tumoral,
enquanto que as DCs maduras ficaram no peri-tumoral e nos infiltrados
inflamatérios; ja os linfocitos T regs permaneceram nos infiltrados inflamatorios
no parénquima tumoral,

Ha uma estreita relagdo entre as populacdbes de DCs mieloides
imaturas/maduras e de linfécitos Tregs. Mesmo que as DCS estiveram pouco
presentes dentro das amostras de tumores avaliados, a queda das duas
populacdes pode indicar alguma quebra de equilibrio;

As citocinas TGF-f e IL-10, bem como a presenca da enzima IDO
apresentaram marcante presenca nas amostras malignas;

A imunodeteccdo de CCR6 e CCRY7 foi principalmente nos tumores mais
agressivos; sendo que CCR6 teve alta relagdo com as pacientes mais idosas e
com tumores maiores, bem representado no grupo dos carcinomas solidos, que
€ o tipo histoldgico mais agressivo dentre os trabalhados neste estudo, o que
pode refletir o envelhecimento do sistema imunologico;

Os tumores benignos e 0s menos malignos (adenomas e papilares)
apresentaram maior infiltracédo de linfécito T CD8, enquanto os mais malignos
(tubulares e sélidos) apresentaram maior evidéncia da presenca de linfécitos T
CD4, TGF-8, IL-10 e MHC-II.
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