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Caracterizacao do infiltrado inflamatério e avaliacado dos marcadores de
prognostico Ki-67, p53, receptor de estrégeno e progesterona no tumor mamario
maligno de cadelas

RESUMO: Tendo em vista a elevada incidéncia das neoplasias mamarias nas cadelas,
este trabalho teve como objetivo avaliar as células inflamatérias infiltradas e também a
presenca de citocinas pré e anti-inflamatérias nos tumores malignos bem como
investigar os marcadores de prognostico nas mesmas neoplasias. Para a realizacao
deste estudo foram selecionadas 30 amostras de tumores mamarios de cadelas. As
amostras foram divididas em 3 grupos, de acordo com a classificacdo histopatologica
sendo, carcinossarcoma, carcinoma solido, carcinoma tubulopapilar. A avaliacao das
células inflamatérias CD3 (Dako), CD4 (Novocastra), CD8 (Novocastra), CD79-a
(Dako), CD68 (Dako), citocinas TGF-f (Santa Cruz), IL-2r (Santa Cruz) e dos
marcadores de prognéstico Ki-67, p53, ER e PR, foi conduzida por imuno-histoquimica,
utilizando-se a técnica estreptoavidina-biotina-peroxidase. Em relacdo aos resultados
obtidos, observou-se maior concentragdo de linécitos B nos carcinomas soélidos e
tubulopapilares, o que também foi visto para a citocina TGF-B podendo-se sugerir que
essa citocina esteja auxiliando a resposta imune humoral do hospedeiro favorecendo
assim o tumor. Esses dois marcadores apresentaram diferenca estatistica significativa
(P<0,05) entre a imunorreatividade do carcinossarcoma e os outros dois tumores.
Houve diferenca significativa (P<0,05) entre a imunorreatividade dos trés tipos de
tumores para o marcador ER. Para o PR, a diferenga significativa foi vista entre o
carcinoma sélido e carcinoma tubulopapilar, 0 mesmo sendo visto para o Ki-67. O gene
p53 apresentou diferenca significativa (P<0,05) entre a imunorretaividade do
carcinossarcoma e do carcinoma sélido e tubulopapilar, 0 mesmo acontecendo para o
MHC Il. Nao houve correlagdo entre a resposta inflamatéria e os marcadores de
progndstico. Houve correlacdo negativa entre o p53 e os receptores de progesterona e

estrégeno.

Palavras—chave: Tumor de mama, cadela, marcadores, infiltrado inflamatério,

progndstico



Characterization of the inflammatory infiltrate and evaluation of the Ki-67, p53,
estrogen and progesterone receptors prognostic markers in malignant mammary
tumors in dogs

ABSTRACT: In view of the high incidence of mammary neoplasia in dogs, the aim of
this study was to evaluate the inflammatory infiltrate cells and presence of pro and anti-
inflammatory cytokines in malignant tumors, and to investigate the prognostic markers in
these neoplasms. For this, a sample of 30 mammary tumors from dogs was selected.
The samples were divided into three groups according to histopathological classification:
carcinosarcoma, solid carcinoma or tubulopapillary carcinoma. The CD3 (Dako), CD4
(Novocastra), CD8 (Novocastra), CD79-a (Dako) and CD68 (Dako) inflammatory cells,
TGF-B (Santa Cruz) and IL-2r (Santa Cruz) cytokines and Ki-67, p53, estrogen receptor
and progesterone receptor prognostic markers were evaluated by means of
immunohistochemistry, using the streptavidin-biotin-peroxidase technique. It was found
that the B lymphocyte concentration was greater in solid and tubulopapillary carcinomas.
This was also seen for TGF-B cytokines, which may suggest that this cytokine was
helping the host's humoral immune response, thereby favoring the tumor. The
immunoreactivity of these two markers was significantly different (P<0.05) between
carcinosarcomas and the other two tumor types. There were significant differences
(P<0.05) in immunoreactivity between the three tumor types for the estrogen receptor
marker. For progesterone receptors and Ki-67, a significant difference was seen
between solid and tubulopapillary carcinomas. For the gene p53 and MHC II, there was
a significant difference (P<0.05) in immunoreactivity between carcinosarcomas and the
other two tumor types. There was no correlation between the inflammatory response
and the prognostic markers. There was a negative correlation between p53 and the
progesterone and estrogen receptors.

Key words: mammary tumors, dogs, markers, inflammatory infiltrate, prognostic.



I. INTRODUCAO

Estudos sobre tumores espontaneos de animais domésticos estdo sendo
considerados como promissores para o esclarecimento de importantes questbes da
oncologia, com provavel repercussao no estudo das neoplasias de seres humanos.

Na década de 1980, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) demonstrou
interesse em incentivar estudos nessa area, organizando conferéncias, estabelecendo
centros de referéncia em oncologia comparada e, especialmente, incentivando
patologistas veterinarios a desenvolverem uma classificacdo histoldégica para as
neoplasias espontdneas em animais, as quais, possivelmente, sdo correspondentes a
classificacdo da OMS para as neoplasias humanas.

A aplicabilidade desse modelo de estudo deve-se em principio, a alta incidéncia
de neoplasias mamarias em cadelas e também a semelhanca do comportamento
biolégico das mesmas, quando comparadas as espécies canina e humana. Além disso,
a interacdo tumor-hospedeiro pode ter um papel importante na determinagdo da
resposta imune contra o tumor. Em experimentos em tumores no homem sugere-se que
as interagcdes entre as células do tumor e as do hospedeiro podem ter efeitos
estimulatérios e inibitérios na imunidade antitumor, em decorréncia da composicao
celular heterogénea das células infiltradas e das suas diferentes interagbes com as
células do tumor, com significancia prognéstica variavel.

Embora o infiltrado linfocitario seja considerado uma manifestacdo da resposta
imune contra o tumor, o papel central das células T na imunidade antitumoral ainda é
controverso. A presenca dos linfécitos infiltrados no tumor (TILs) tem sido
correlacionada com o tamanho, estagio do tumor e a sobrevida do paciente em uma
variedade de neoplasias, incluindo as de célon e reto, as de préstata e os carcinomas
de estbmago. Correlacdo inversa foi descrita em outros tipos de tumores, como no
carcinoma esofagiano e no carcinoma renal, em que a presenca de células T foi
relacionada com uma baixa sobrevida dos pacientes.

Nos ultimos anos, muito esforco tem sido feito para encontrar correlagdes entre

estagio clinico, diferencas no critério histomorfoldgico e prognaostico clinico. Informacdes



sobre o prognéstico podem ser obtidas pelo grau histolégico, avaliagdo da proliferacao
celular (Ki-67) expressao de receptores hormonais e expressdo aberrante da proteina
supressora de tumor p53 .

Apesar da intensa investigacao clinico-patolégica, muito pouco se sabe sobre
progndstico e causas do tumor mamario. Entdo, progndsticos acurados e adicionais sao
requeridos para ajudar na identificacdo de pacientes de alto risco. Recentes avangos na
biologia do tumor tém identificado inUmeros marcadores que podem ser a base para
desmistificacao do tumor.

Portanto, os objetivos deste estudo sdo: caracterizar fenotipicamente a presenca
do infiltrado celular inflamatério no tumor mamario; avaliar a agao de citocinas como IL-
2 e TGF-B no ambiente tumoral e avaliar alguns indicadores de prognostico como 0s
marcadores Ki-67, p53, receptores de estrégeno e progesterona.



Il. REVISAO DE LITERATURA
Il.1 Neoplasia mamaria

Os tumores mamarios sdo as neoplasias mais frequentes na fémea canina e
também na mulher (MOULTON, 1990; COTRAN et al., 2000). De todos os tumores que
afetam a cadela, aproximadamente 50% sdo de mama (ANDERSON, 1965; FIDLER &
BRODEY, 1967; SCHNEIDER et al., 1969). Esta porcentagem diminui marcadamente
em animais ovariectomizados antes do primeiro cio (DORN et al., 1968), reduzindo-se a
probabilidade de desenvolvimento das neoplasias mamarias a 0,05% (SCHNEIDER et
al., 1969; TAYLOR et al., 1976) e de 8 — 26% se a cirurgia de castracao é feita apds o
primeiro ou segundo cio respectivamente (SCHNEIDER et al., 1969).

Aproximadamente metade dos tumores mamarios caninos é maligna, entre 41 e
53% (BRODEY et al., 1983; MISDORP et al., 1999; RUTTEMAN et al., 2001),
constituindo uma das principais causas de morte na cadela. Junto com o préprio
interesse veterinario, a investigacdo dos tumores mamarios caninos € relevante no
ambito da oncologia comparada, sendo utii como modelo animal ao tratar-se de
neoplasias espontaneas que apresentam certas semelhangcas com o cancer de mama
da mulher, tanto no que se refere a etiologia quanto a patologia (DORN et al., 1968;
MISDORP, 1976; BOSTOCK, 1975).

Geralmente, os tumores mamarios apresentam-se como nddulos circunscritos,
de dimensdes variaveis. Em relagdo a mobilidade, podem ser moveis ou aderidos, com
extenso envolvimento cutaneo e muscular. Ao corte, podem ter aspecto sélido, cistico
ou misto, em cuja superficie sdo observados freqlientemente focos de necrose
(BRODEY et al., 1983; RUTTEMAN et al., 2001).

Nao existe uma classificagdo histolégica aceita de forma unanime para o0s
tumores mamarios caninos (GILBERTSON et al., 1983). O valor das classificacdes se
baseia em sua capacidade de predizer o comportamento biolégico da neoplasia
(BOSTOCK, 1986), pois existem muitas classificagbes morfoldgicas propostas
(COTCHIN, 1958; FOWLER et al., 1974, HAMPE & MISDORP 1974; MONLUX et al.,
1977; MOULTON, 1990). Esta variedade de nomenclatura histolégica torna dificil a



comparacao de estudos sobre o comportamento bioldégico das neoplasias malignas,
principalmente aquelas de origem epitelial (BENJAMIN et al., 1999).

MISDORP et al. (1999) apresentaram uma nova revisdo da classificacdo da OMS
para as neoplasias mamadrias caninas. Nesta nova classificagdo desaparecem os
termos adenocarcinoma e tumor misto maligno, passando a englobar os
adenocarcinomas dentro do termo carcinoma, e dentro deste incluir-se-ia 0 subtipo
“carcinoma tubulopapilar’. No caso dos tumores mistos malignos essa terminologia
desaparece e é substituida pelo termo “carcinossarcoma”.

O exame histopatolégico é o método de eleicdo para identificar as caracteristicas
de uma neoplasia (LIMA & MARTINS, 1992; MOTA & OLIVEIRA, 1999). E considerado
o método mais confidvel no diagndstico de tumor de mama canino, ja que permite a
avaliagéo de fatores como infiltragdo vascular, cutanea e de tecidos moles. Além disso,
oferece dados como grau de diferenciacdo, indice mitético, presenca de necrose
(MISDORP et al., 1999).

Tumores mamarios caninos sdo muito heterogéneos no que se refere aos seus
aspectos clinicos e patologicos. A demonstracdo de parametros clinicos e patolégicos
com significado prognéstico e/ou terapéutico nestas neoplasias é um valioso campo de
estudo na Medicina Veterinaria e tém sido mundialmente revisados (BOSTOCK, 1975;
MISDORP, 1976; BOSTOCK, 1986; KURZMAN & GILBERTSON et al.,, 1986;
BENJAMIN, 1999).

Apesar de intensa investigacao clinico-patolégica, muito pouco se sabe sobre
prognostico e causa do tumor mamario (BENJAMIN et al., 1999). Entdo, exames
acurados e adicionais sao requeridos para ajudar na identificagdo de pacientes de alto
risco. Recentes avangos na biologia do tumor tém identificado inimeros marcadores
que podem ser a base para desmistificagdo do tumor (DONNAY et al., 1995; GRAHAM
& MYRES, 1999; SARLI et al., 2002).

Informagdes progndsticas podem ser obtidas através do grau histoldgico,
avaliacao da proliferagcéao celular (Ki-67) (SARLI et al., 2002; ZACCHETTI et al., 2003;
YANG et al., 2006), expressao de receptores hormonais (NIETO et al., 2000; MARTIN
DE LAS MULAS et al., 2005; MILLANTA et al., 2006) e expressao aberrante da proteina



supressora de tumor P53 (GAMBLIN et al., 1997; RUNGSIPIPAT et al., 1999; LEE et
al., 2004).

1.2 Fatores progndsticos
I1.2.1 Receptores de estrogeno e progesterona

Progesterona e estrégeno tém papel crucial no controle da proliferacdo da
glandula mamaéria e formagéo do tumor (ELLING & UNGEMACH, 1983; NICHOLSON et
al.,, 1991). Em caes, a exposicao prolongada da cadela a progesterona estimula a
proliferagdo do epitélio mamario, tanto a progesterona exdgena utilizada no tratamento
contraceptivo, como a progesterona enddgena originaria do corpo luteo durante a fase
luteal. A progesterona é essencial para o crescimento e desenvolvimento da glandula
mamaria, mas também aumenta o risco de desenvolvimento da neoplasia mamaria. O
efeito fisiolégico desses hormébnios é mediado principalmente por receptores expressos
no tecido mamario (MOL et al., 1999).

Receptores de estrogeno e progesterona estdo presentes tanto na neoplasia
como no tecido mamario normal (RUTTEMAN et al., 1988; RUTTEMAN, 1990;
DONNAY et al.,, 1993; 1995). Noventa e cinco por cento do tecido canino mamario
normal apresenta receptores de progesterona e/ou estrogeno (DONNAY et al., 1995).
Mais de 50% dos tumores mamarios caninos (MaCEWEN et al., 1982) e 65-70% dos
tumores de mama humanos (VAN ZWIETEN, 1984) expressam receptores de
estrogeno e progesterona.

Tumores mamarios de caes e humanos sdo controlados por horménios. Sendo
assim similaridades na dependéncia hormonal podem ser encontradas entre ambos os
tumores (EVANS & PIERROPOINT, 1975; HAMILTON et al., 1977; MONSON et al.,
1977; RUTTEMAN et al., 1988; RUTTEMAN, 1990; RUTTEMAN & MISDORP, 1993;
DONNAY et al.,, 1995). A dependéncia hormonal dos tumores mamarios caninos
geralmente decresce com o aumento da malignidade, ou seja a alta proliferagéao celular
ocorre em tumores malignos com baixa expressao de receptores de progesterona
(GERALDES et al., 2000).



Analises dos receptores de estrogeno e progesterona tornaram-se aceitas e sao
ferramentas usadas para estabelecer o prognostico e também para avaliar se o
tratamento hormonal pode ser mais benéfico que a terapia citotéxica (THORPE et al.,
1987; SARTIN et al., 1992; SNEAD et al., 1993).

Em tumores de mama humanos, a expressao do receptor de estrégeno alfa (ER-
o) € relacionada com o indice de proliferagdo do tumor, mensurada por imunomarcagao
com anticorpos Ki-67 e PCNA, e indica um bom progndstico quando tratado com terapia
endécrina (WINTZER et al.,, 1991; HURLIMANN et al.,, 1993; RUDAS et al., 1994).
Displasia e tumores benignos diferem dos tumores malignos na expressao elevada de
ER-a (INABA et al., 1984), e tumores que fazem metastase sdo freqlentemente
negativos para ER (RUTTEMAN et al., 1988).

Nas Uultimas décadas os métodos bioquimicos vém dando lugar a imuno-
histoquimica, método de diagndstico bem menos oneroso € no qual se utiliza menos
tecido. Além disso, a deteccdo dos receptores de estrégeno e progesterona é mais
acurada nas técnicas ‘in situ”, ja que esses receptores sao preferencialmente
localizados dentro do compartimento nuclear (PRESS & GREEN, 1988)

1.2.2 indice de proliferacao celular (Ki-67)

As neoplasias, independentemente de suas causas primarias, apresentam
disturbios no controle do ciclo celular, o que acaba gerando um aumento na proliferagao
celular, perda da diferenciacado e formacao de massas tumorais (RABENHORST, 1994,
FRAILE et al., 2003).

A deteccao e quantificacdo das células em proliferagdo constituem parametros
importantes no prognostico de diferentes tumores, uma vez que a capacidade
proliferativa tem sido importante na identificacdo de neoplasias, associada ao grau de
malignidade (RABENHORST, 1994; SAKAI et al., 2002).

COTRAN et al. (2000) definem o indice de proliferacdo celular como a
porcentagem de células de uma neoplasia que se encontram em proliferagdo. Uma

forma de conhecer o indice de proliferagdo celular € a determinagcdo de proteinas



especificas do ciclo celular, tal como Ki-67, cuja utilidade como fator progndstico tem
sido demonstrada no carcinoma mamario da mulher (SAHIN et al., 1991; GASPARINI et
al.,, 1994). Na Medicina Veterinaria, a avaliagcdo de marcadores de proliferagédo celular,
também tem sido sugerida como indicador de prognéstico, adicionados a classificagao
por critérios histopatolégicos tradicionais (ZUCCARI et al., 2001).

O antigeno nuclear Ki-67 € uma proteina nuclear (345-395 kD) relacionada com
o ciclo celular, expressa nas fases G1, S, G2 e na mitose (GERDES et al., 1984). Sua
vida média é curta, de forma que ndo se expressa mais além da fase M (BRUNO &
DARZYNKIEWICK, 1992).

Estudos correlacionam sua imunorreatividade com o tamanho tumoral e
envolvimento de linfonodos (VERONESE & GAMBACORTA, 1991). De acordo com
PENA et al. (1998), valores aumentados de Ki-67 tém correlagdo positiva com
metastase, morte pela neoplasia e menos tempo de sobrevida. A avaliacdo da fracao
do crescimento pelo indice proliferativo de Ki-67 € altamente preditiva no
comportamento de varias neoplasias caninas e tem sido aplicado como um marcador
de proliferacao celular atil em muitas neoplasias humanas (MILLANTA et al., 2002;
SAKAI et al., 2002).

Estudos recentes tém mostrado a expressdo do Ki-67 em tecidos normais e
tumorais em humanos. A porcentagem de células imunorreativas para esse anticorpo
correlaciona bem com as caracteristicas morfolégicas de proliferacdo celular,
particularmente indice mitético e grau de diferenciacdo celular do tumor. Diante da
presenca de neoplasias indiferenciadas, o Ki-67 € o melhor marcador de proliferacéo
celular atualmente disponivel, permite estabelecer uma relacdo direta com o
prognoéstico (ABADIE et al., 1999; BARBOSA et al., 2003).

1.2.3 Gene p53
Tanto os oncogenes quanto os genes supressores de tumor, podem levar a

formacédo de tumores malignos como resultado final de uma mutacdo. Os oncogenes

por serem ativados e 0s genes supressores de tumor por serem desativados. As



mutagdes dos oncogenes fazem com que as células passem a se dividir sem restri¢oes,
enquanto que as mutagdes dos genes supressores de tumor fazem com que haja a
producdo de proteinas defeituosas que ndo conseguem prevenir a replicacao irregular
das células, principalmente quando ocorre agressdo ao DNA (KANDIOLER-
ECKERSBERGER et al., 2000).

Numerosos estudos tém sido focados na investigacao do papel significativo do
gene supressor de tumor p53, na formagao de neoplasias humanas e caninas. O p53 é
um gene supressor de tumor que codifica uma fosfoproteina nuclear de 53kD com
atividade supressora de tumor (SCHMITT et al.,, 1998). As funcdes do p53 estédo
relacionadas as respostas aos constantes bombardeamentos genotdxicos que as
células sofrem ao longo de suas vidas. A proteina p53 esta diretamente relacionada ao
bloqueio do ciclo celular, no caso de dano no DNA, apoptose ou diferenciagcao
(BROOKS & GU, 2003; WU et al., 2006).

Acredita-se que mutagdes no gene p53 sejam as alteragcbes mais comuns em
tumores mamarios caninos, além disso, estudos relacionados com tumores malignos
em caes, indicam que a mutacao no p53 é associada com progresso do tumor (LEVINE
et al., 1991; GREENBLATT et al.,, 1994, VAN LEEUWEN et al., 1996; MAYR et al.,
1998; VELDHOEN et al., 1999).

Sob condicbes de estresse, como irradiacbes gama e UV, calor e baixos niveis
de oxigénio, o p53 se torna ativo, alterando sua conformacgédo e se ligando a varias
proteinas quinases, resultando na sua estabilizacdo e aumento do potencial do DNA-
ligante (GIACCIA & KASTAN, 1998). Segundo BROOKS & GU (2003) e
SOKOLOWSKA et al. (2005), a estabilizacdo do p53 nas células causam estresse
crucial para a homeostase celular.

Por agir de tal forma, o p53 é chamado de “Guardido do Genoma”. Uma mutagéao
do gene p53 causa perda dessa protecao celular, desestabiliza o0 genoma e permite a
producdo de uma proteina defeituosa, nao funcionante, que se acumula na célula e é
eliminada mais vagarosamente, o que permite a sua detecg¢édo pela técnica de imuno-
histoquimica (KANDIOLER-ECKERSBERGER et al., 2000; NAKANO et al., 2005; WU

et al., 2006). J& em células normais a concentracao da proteina esta abaixo do limiar de



deteccao por métodos de imuno-histoquimica. A imunorreatividade exacerbada desta
proteina tem sido observada em um grande numero de tumores, incluindo carcinomas
mamarios e estd associada com a agressividade tumoral (SCHMITT et al., 1998;
KUMARAGURUPARAN et al., 2006).

Carcinomas mamarios em caes tém similaridades na prevaléncia, metastase e
padrao da doenga comparada com o tumor de mama em humanos (SARLI et al., 2002).
Em humanos, mutacées no gene p53 tém sido documentadas em tumor de mama
(BERGH et al., 1995). Essas mutacdes foram detectadas em 15-34% dos casos e estao
sendo consideradas um importante indicador de pobre progndstico e menor sobrevida
(BERGH et al., 1995; ELLEDGE & ALLRED, 1998). Algumas anormalidades do gene
p53 vém sendo documentadas em alguns tumores espontaneos, tais como carcinoma
de tiredide, papiloma oral, adenoma da glandula adanal, osteossarcoma e linfoma em
caes (DEVILLE et al.,1994; JOHNSON et al., 1998; VELDHOEN et al., 1998).

11.3 Infiltrado Inflamatoério e imunidade tumoral

O reconhecimento de uma célula tumoral pelo sistema imunolégico pode se
processar de varias maneiras distintas e complementares, e a resposta do hospedeiro
ao que é estranho requer uma acdo coordenada do sistema imune, envolvendo
imunidade inata e adquirida (LUSTER, 2002). Os componentes principais da imunidade
inata sdo: as barreiras fisicas e quimicas, células fagociticas (neutréfilos, macréfagos) e
matadoras naturais (NK) e as proteinas do sangue e citocinas (ABBAS et al., 2004). O
sistema imune inato responde n&o somente para providenciar a primeira linha de
defesa contra o microrganismo, mas também providencia o contexto biolégico — o sinal
perigo — ou seja, regulagao positiva de citocinas, por exemplo, interleucina-12 (IL-12) e
moléculas co-estimulatérias, entre elas a B7-2, que promovem a ativacao da resposta
imune adaptativa (GALLUCCI & MATZINGER, 2001; BLATTMAN, 2004).

As respostas imunes adaptativas sdo mediadas por moléculas do sangue,
chamadas anticorpos, e por linfécitos T, que compéem os mecanismos efetores
capazes de matar células tumorais “in vitro” (ABBAS et al., 2004). Nesse contexto, as



células apresentadoras de antigenos (APC), principalmente as células dendriticas (CD),
ocupam uma posicao central (CHAMMAS et al., 1999), apresentando os peptideos aos
linfécitos T, através das moléculas de MHC | e MHC I, na presenca de moléculas co-
estimulatérias. As células dendriticas sdo consideradas as células apresentadoras de
antigenos mais eficientes. Elas sao derivadas de células progenitoras da medula éssea
e circulam por toda a corrente sanguinea como precursores imaturos (BERTINETTI &
KOZINER, 2002).

Os linfécitos sdao as uUnicas células do corpo que expressam receptores de
antigenos altamente diversos e que reconhecem uma ampla variedade de substancias
estranhas (ABBAS et al., 2004). Existem varios tipos diferentes de linfocitos, mas, na
realidade, eles podem ser enquadrados em duas categorias basicas: linfocitos T e
linfécitos B (ROITT et al., 2003).

Tumores malignos expressam antigenos que podem estimular e servir de alvos
para a imunidade antitumoral. Didaticamente, eles podem ser divididos em: antigenos
tumor especificos, que sao expressos exclusivamente pelas células tumorais,
estimulando a rejeicdo de tumores transplantados e tém sido demonstrados somente
em modelos animais; antigenos associados a tumor, que sdo encontrados em células
normais, mas acumulam-se em células tumorais (SHU et al., 1997; CHAMMAS et al.,
1999).

Muitos estudos referentes ao papel das células inflamatérias na imunidade
antitumoral tém focado sua habilidade em promover auxilio na inducdo da resposta
imune. Tumores sélidos em humanos sao freqlentemente infiltrados por linfécitos,
principalmente células T. Tém-se observado grande numero de antigenos associados a
tumores causando a estimulagdo de células T CD4" e CD8", as quais induzem a
producdo de citocinas, gerando lise de células tumorais (KIRKIN et al., 1998; ZENG,
2001). Além disso, ha uma expansdo de células T CD8" tumor-especifico no sitio
tumoral, vista em varios tumores, indicando provavelmente um incremento na resposta
imune (PISARRA et al., 1999; ECHCHAKIR et al., 2000).

Nesse contexto, a atividade das células infiltradas no tumor tem sido

intensivamente explorada. Essas células tém sido empregadas com finalidades



terapéuticas (WOLFEL et al., 1994; MIZUNO et al., 1996) e também com propésitos
prognésticos (CLARK et al., 1989; O’'SULLIVAN & LEWIS, 1994; CLEMENTE et al.,
1996; ZHANG et al., 2003). De modo geral, é atribuido melhor progndstico a pacientes
com maior infiltrado peri e intratumoral, embora essa observagdo esteja sujeita a
consideravel debate (O’ SULLIVAN & LEWIS, 1994). A presenca do infiltrado linfocitario
esta associada a parada do crescimento do tumor em alguns casos, € até na sua
remissao, quando ele ndo apresenta caracteristicas metastaticas (HADDEN, 1999).

Embora o infiltrado linfocitario seja considerado uma manifestacéo da resposta
imune contra o cancer, o papel central das células T na imunidade antitumoral ainda é
controverso. A presenga dos linfécitos no tumor tem sido correlacionada com o
tamanho, estagio do tumor e a sobrevida do paciente em uma variedade de canceres,
incluindo os de célon e reto, os de préstata e os carcinomas de estbmago
(VESALAINEN et al., 1994; SETALA et al., 1996; ROPPONEN et al., 1997). Correlagéao
inversa foi descrita em outros tipos de tumores, como no carcinoma esofagiano
(SHIBAKITA et al.,, 1999) e no carcinoma renal, em que a presenca de células T foi
relacionada com baixa sobrevida dos pacientes (NAKANO et al., 2001).

O importante papel das células T como efetoras na imunidade antitumor foi
primeiramente demonstrado em numerosos modelos utilizando ratos. Por exemplo,
tumores induzidos pela luz ultravioleta (UV) sdo regularmente rejeitados por ratos
normais, mas crescem progressivamente na auséncia das células T (KRIPKE, 1974;
SPELLMAN & DAYNES, 1981; WARD et al.,, 1990). Em pacientes humanos com
melanoma, a rapida resposta dos TILs também tem significado prognédstico. Tem sido
bem demonstrado que a imunidade mediada por células T € essencial na rejeicao de
tumores induzidos quimicamente ou por virus (BOYSE et al., 1962; LECLERC et al.,
1972; ROUSE et al., 1972; TEVETHIA et al., 1974; CHEEVER et al., 1986 KLEIN et al.,
2003).

Um desses subtipos é o linfécito T citotoxico (CTL). Muitos tumores sédo positivos
para o MHC |, mas negativos para MHC I, e CTLs s&o capazes de induzir a morte do
tumor por reconhecimento direto de peptideos antigénicos, apresentados por moléculas

MHC |. Entédo, atencao especial a resposta imune antitumor foi preferencialmente dada



as células T CD8". A funcao das células T CD8" como células efetoras na acao critica
contra as células tumorais € mostrada em varios estudos com modelos experimentais
em ratos. Exemplo disso sdo experimentos realizados com tumores induzidos por luz
UV em ratos, mostrando que as células citotoxicas T CD8+ parecem ser requeridas na
rejeicao tumoral (WARD et al., 1990). Células T citotoxicas que matam células tumorais
podem ser isoladas de camundongos depois de repetidas injecoes intraperitoneais de
células tumorais antigénicas, ou podem ser geradas “ex vivo” em cultura mista de
linfécitos e células tumorais num periodo de sete dias (FEARON et al., 1990). Além
disso, estudos sugerem que a imunizacdo, usando adjuvante ou células dendriticas
com peptideos tumorais puro, pode resultar em eficaz imunidade antitumor, que é
restrita ao MHC | (FELTKAMP et al., 1993; NOGUCHI et al., 1995). Portanto, células
CD8" podem ser inquestionavelmente anunciadas como um dos principais subtipos de
células T que construtivamente medeiam a resposta efetiva antitumor (YU et al., 2006).

Inegavelmente, células T CD4" sdo parte integral da imunidade adaptativa, mas
o papel especifico dessa células na montagem da resposta antitumor € assunto de
debate. A fungdo critica das células T CD4" promovendo a imunidade tem sido
consistentemente demonstrada por vacinas e experimentos desafio empregando
anticorpos que promovem a deplegdo de células T CD4" ou usando camundongos
CD4-knockout (FEARON et al., 1990; PAN et al., 1995). A literatura tem mostrado que
similarmente as células T CD8", células T CD4" tumor especificas podem reconhecer
antigenos tumorais e migrar para o local do tumor em canceres de humanos e de ratos
(MONACH et al., 1995; PARDOLL & TOPALIAN, 1998; BECK-ENGESER et al., 2001).
Entretanto, complicagées surgem quando ha o acumulo de células T CD4" dentro do
ambiente do tumor durante a progressdao tumoral, o que aparentemente impede a
fungcdo efetora das células T CD8" (BERENDT et al., 1980; BURSUKER & NORTH,
1984; AWWAD & NORTH, 1988; WANG et al., 2004). O fenétipo de células T CD4"* que
impede a resposta antitumor é atribuido a fungéo regulatéria dessas células.

Embora, as células T CD4" mostrem-se suficientes para eliminar células tumorais
na auséncia de células T CD8" em alguns tumores, (MONACH et al.,1995; BEATTY &
PATERSON, 2000) isso é mais freqgliente quando ambas as células CD4" e CD8+ sdo



requeridas para que haja efetiva rejeicao tumoral (BEATY & PATERSON, 2000). Em
parte, isso € devido a uma por¢cao substancial de células tumorais expressarem
somente moléculas MHC |, mas n&do moléculas MHC II, o que limita o reconhecimento
direto por células T CD4". Além disso, 0 mecanismo efetor predominante na imunidade
ao tumor é lisar diretamente as células tumorais apresentadas pelo MHC | aos CTL
CD8". O papel das células T CD4", na resposta antitumor é freqientemente auxiliar na
ativacao de células T CD8", levando a destruicdo do tumor por CTL CD8". A ajuda das
células T CD4" aos CTL CD8" na imunidade antitumor pode ser dividida em inducao
inicial, manutencéao efetora e memaria (YU et al., 2006).

Recentes estudos sugerem que o tipo, e ndo a quantidade de células que
infitram o tumor podem ser determinantes cruciais de progndstico (CURIEL et al.,
2004). Como dito acima as células CD4" podem ser mais prejudiciais que favoraveis.
Especificamente essa subpopulacdo de TILs podem prejudicar a habilidade do
hospedeiro defender-se contra células malignas (MACHIELS et al., 2001; YU et al.,
2005). Além disso, esse tipo de células T CD4 regulatérias (CD4" CD25%), tém se
mostrado como potentes inibidoras da resposta imune em varias enfermidades, tais
como autoimunidade 6érgdo especifico ou infecgcdo crénica, e a intolerancia a
transplantes (SAKAGUCHI et al., 1995; SHEVACH et al., 2001; BELKAID et al., 2002;
MELONI et al.,2004).

Recentes trabalhos mostram que as T regulatérias (Tregs) infiltram
massivamente os tumores, sugerindo que elas poderiam ter algum papel no controle da
resposta imune local (CURIEL et al., 2004; VIGUIER et al., 2004). Entretanto, ainda nao
esta claro como as células Tregs induzem a tolerancia ao crescimento das células
tumorais. Em camundongos infundidos com células T transgénicas especificas ao
antigeno expresso pelo tumor, sugeriu-se que as células Tregs ajam nos linfonodos que
drenam o tumor, reduzindo a freqiiéncia de resposta especifica das células T CD8"
(KLEIN et al., 2003). Entretanto, injecées com anticorpos anti-CD4 diretamente na
massa tumoral, ocasiona a regressao do tumor, sugerindo que as células Tregs podem
exercer melhor sua fungdo supressora no local do tumor (YU et al.,, 2005;
AHMADZADEH & ROSENBERG, 2006).



O mecanismo pelo qual as células T medeiam sua fungdo supressora ainda nao
€ conhecido. Estudos recentes tém reportado que as células Tregs tém efeito direto na
funcao das células T CD8*, suprimindo a liberagdo de granulos citotéxicos (MEMPEL et
al., 2006). Entretanto, as células Tregs tém mostrado um potente efeito supressivo na
resposta de células CD4", demonstrando assim que elas podem agir de varias
maneiras, dependendo das diferencas nos modelos experimentais (CHAPUT et al.,
2007).

Portanto, a hipétese impetuosa de que o influxo de linfécitos no local do tumor é
invariavelmente benéfica para o paciente pode ser inapropriada. Muitos tumores nao
sao eficientemente rejeitados, apesar de serem reconhecidos pelas células T CD4 e
CD8 (BOON & VAN DER BRUGGEN, 1996; ROSENBERG, 1999). Os mecanismos que
inibem a rejeicdo do tumor incluem além da acao supressora das células Tregs, aqueles
mediados pelo préprio tumor, como a producdo de TGF-B derivado do proprio tumor ou
moléculas soluveis relacionadas ao MHC | (GROH et al., 2002; PARDOLL, 2002). O
estroma tumoral também pode impedir o fornecimento e expansdao de células T
eficientes tanto nos linfonodos de drenagem como no local do tumor (YU et al., 2004). A
auséncia de rejeicao imunomediada incluem inadequada resposta das células T do
hospedeiro, que pode ser devido a anergia ou delecdo das células T (KURTS et al.,
1997; BOURGEOIS et al., 2002), e inibicado da resposta das células T por citocinas
supressoras como a IL-10.

Acredita-se que citocinas expressas no microambiente de tumores sé&o
importantes mediadores tanto para a resposta imune do hospedeiro como para a
sobrevivéncia dos tumores (ORTEGEL et al., 2002). O TGF-B € uma importante citocina
secretada frequentemente pelas células tumorais, que inibe a proliferacéo de células B
e T e a atividade citolitica das células NK (WAHL, 1994; KIM et al., 1996; REISS et al.,
1999). O TGF-B tem sido visto em varios tipos de tumores, atuando como um
importante inibidor da resposta imune, ocasionando o crescimento do tumor bem como
0 escape do mesmo a vigilancia imunolégica (KIM et al., 1996; REISS, 1999).

Coletivamente, esses achados tém levado a um aumento do interesse do papel

dos TlLs na regulacado do desenvolvimento do tumor. Anualmente, inimeras pesquisas



sdo desenvolvidas tendo em vista as células inflamatérias que infiltram tumores e os
fatores soluveis no ambiente tumoral, visando contribuir para melhoria dos

conhecimentos sobre as neoplasias e suas relagdes com o hospedeiro.



ll. MATERIAL E METODOS
lll.1 Grupos Experimentais

As amostras tumorais que constituiram os grupos experimentais foram oriundas
de cées fémeas, de varias ragas e idades, que foram atendidas no servico de Oncologia
do Hospital Veterinario Governador Laudo Natel, da FCAV — UNESP — Jaboticabal — SP
nos anos de 2007 e 2008. Os fragmentos dos tumores foram encaminhados para o
Departamento de Patologia Veterinaria da mesma instituicdo para o diagnostico
histopatoldgico. Os espécimes classificados de acordo com MISDORP et al. (1999)
como Carcinossarcoma, Carcinoma Sélido, Carcinoma Tubulopapilar, fizeram parte do
presente trabalho. Utilizou-se também alguns casos da blocoteca do referido
departamento. O nimero de casos selecionados para cada tumor foram 10 (n = 10),

totalizando 30 animais.

Segundo MISDORP et al. (1999), os carcinomas simples sdo aqueles compostos
por um ou outro tipo de célula, ou por células epiteliais ou por células mioepiteliais.
Dentro dessa subdivisdo eles podem ser classificados por incremento da malignidade
em carcinoma tubulopapilar, sélido e anaplastico. Neste trabalho, como dito acima,

foram utilizados os carcinomas tubulopapilar e o sélido.

O carcinoma tubulopapilar caracteriza-se pela formacdo de tubulos e ou
projecbes papilares (Figura 1B). Em caes, este tipo de carcinoma pode ser
acompanhado por marcada proliferacdo de fibroblastos. Ja o carcinoma soélido é
caracterizado por apresentar as células tumorais dispostas em cordées ou ninhos

(Figura 1C). Em alguns casos pode apresentar células com citoplasma vacuolizado.

O carcinossarcoma é considerado um tipo especial de carcinoma, é composto
por células mesenquimais que é o componente dominante, mas também ha a presenca

de células epiteliais malignas (Figura 1D).
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Figura 1 — Fotomicrografia de glandula mamaria de cadela. A, glandula mamaria normal.
B, Carcinoma Tubulopapilar, notar as projecoes papilares ( = ). C, Carcinoma sélido,
observar as células em ninhos (= ). D, Carcinossarcoma, notar células mesenquimais
(=»). (Método hematoxilina- eosina; Barra = 50um).



lll.2 Anticorpos

A padronizagdo da técnica de imuno-histoquimica para a caracterizagdo do
infiltrado celular nos tumores foi feita empregando-se para isso 0s anticorpos
monoclonais primarios marcadores de linfécitos T CD3 (pan), CD4 (helper) e CD8
(citotdxico), de linfécitos B (CD79a), de células apresentadoras de antigeno (HLA-DR) e
da linhagem macrofagica (CD-68), todos produzidos em camundongos contra antigenos
humanos. O marcador de citocina TGF-$ e o receptor de interleucina-2 (IL-2r) tiveram
seus anticorpos produzidos em coelho contra antigenos humanos. Os marcadores de
prognéstico utilizados foram receptor de estrégeno (ER), indice de proliferacao celular
Ki-67, os quais sdao anticorpos monoclonais e receptor de progesterona (PR) e gene

supressor de tumor (p-53), que sao anticorpos policlonais (Tabela 1).

Tabela1- Anticorpos empregados nas reacgdes imuno-histoquimicas de tumores

mamarios caninos, em cortes parafinados, com os respectivos clones e procedéncias.

ANTICORPOS CLONES PROCEDENCIA

CD3* (Linfécitos pan T) F7.2.38 DAKO A/S, Denmark
CD4* (Linfécitos T helper) NCL-L-CD4-1F6 Novocastra Laboratories
CD8* (Linfdcitos T citotoxico) NCL-L-CD8-295 Novocastra Laboratories
CD68* (Macrofagos) PG-M1 DAKO A/S, Denmark
HLA-DR* (MHC 1) TAL1-B5 DAKO A/S, Denmark
CD79a* (Linfocitos B) HM57 DAKO A/S, Denmark
TGF-B** (Citocina TGF-3) SC-146 Santa Cruz Biotecnology
Ki-67* (indice de proliferacdo celular) MIB 1 DAKO A/S, Denmark
ER* (Receptor de estrogeno) NCL-ER-6F11 Novocastra Laboratories
PR* (Receptor de progesterona) NCL-PGR Novocastra Laboratories
P53** (Gene p53) NCL-p53-CMH1 Novocastra Laboratories
IL-2R** (Receptor de interleucina 2) SC-665 Santa Cruz Biotecnology

* camundongo anti-humano ** coelho anti-humano.



lIl.3 Imuno-histoquimica

As reacbes de imuno-histoquimica foram realizadas no laboratério de
Neuropatologia do Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV — UNESP -
Jaboticabal — SP. Resumidamente, os tumores colhidos foram fixados em formol a
10%, tamponado com fosfato (pH 7,4), permanecendo nessa solugdo por um periodo

maximo de 12 horas e depois foram processados e incluidos em parafina.

lll.4 Padronizacao da técnica de imuno-histoquimica

O método de imuno-histoquimica empregado foi o Complexo Estreptoavidina-
Biotina Peroxidase (ABC), desenvolvido por HSU et al. (1981), com ligeiras
modificacbes, de acordo com cada anticorpo utilizado (Tabela 2). Resumidamente, os
cortes de tecido (5 um) foram desparafinizados, reidratados. Na seqiéncia, foi realizado
o bloqueio da peroxidase endogena (solugdo de 50 mL de metanol, 50 mL de agua
destilada e 2 mL de 4gua oxigenada 30 volumes) por 30 minutos. Apds essa etapa, 0s
cortes foram lavados por trés vezes em solugcdo tamponada com fosfatos (PBS) 0,01 M
(pH 7,2), por cinco minutos. A recuperacao antigénica pelo calor foi especifica para
cada anticorpo (Tabela 2). Apds essa etapa, os cortes foram novamente lavados por
trés vezes com PBS, e, a seguir, os sitios inespecificos bloqgueados com solugéao
blogqueadora de reagdo inespecifica (protein block serum-free —catalogo n° X0909 —
DAKO Corp.). Ato continuo, os cortes foram recobertos com o anticorpo primario na
diluicdo 6tima (Tabela 2) e, entéo, incubados a 4°C por dezoito horas. Depois os cortes
foram novamente lavados em PBS, como ja descrito, e incubados com o anticorpo
secundario biotinilado, (Kit DAKO LSAB + System cat. N.° K0690) por trinta minutos, a
temperatura ambiente. Em seguida, foi feita nova lavagem com PBS para remogao do
excesso de anticorpo e procedeu-se a incubagdo com o complexo streptoavidina-
biotina, por trinta minutos (Kit DAKO LSAB + System cat. N.° KO690), a temperatura

ambiente, para deteccdo do produto da reacdo. Realizou-se a revelacdo com o



cromoégeno a base de diaminobenzidina (DAB), incubando por trinta segundos (cod.
K3468- Dako Corporation, Carpinteria, USA).



Tabela 2 - Tipo de recuperagédo antigénica, tempo e diluigdo utilizada para cada

anticorpo primario.

"ANTICORPO RECUPERACAO  TEMPO  DILUICAO
ANTIGENCIA
CD3** Panela de pressao 5 minutos 1/100
CD4* Banho-Maria 97°C 40 minutos 1/40
CD8* Banho-Maria 97°C 40 minutos 1/40
CD-68** Microondas 2 + 10 minutos* 1/100
HLA-DR** Panela de presséao 5 minutos 1/300
TGF-p** Microondas 2 + 10 minutos* 1/100
CD-790** Microondas 2 + 10 minutos* 1/100
Ki-67* Banho-Maria 97°C 40 minutos 1/50
p-53** Microondas 2 + 10 minutos* 1/100
ER** Microondas 15 minutos* 1/50
PR** Microondas 15 minutos* 1/50
IL-2r** Microondas 2 + 10 minutos* 1/100

* Target Retrieval Solution 10x concentrate - catalogo n® S1699-DAKO Corp.

** Tampao Citrato pH 6,0

* Poténcia maxima: 2 minutos / Poténcia minima: 10 minutos, abrindo a cada 5 minutos
para repor tampao

* Poténcia: 750W



Em seguida, a reacao foi interrompida com a lavagem das preparagdes em agua
destilada, e feita a contracoloragdo com hematoxilina de Harris pura por um minuto,
lavagem em 4gua corrente e desidratacdo. Nesta ultima etapa, realizou-se passagens
rapidas, em alcool etilico 859, 95°, absoluto | e Il, xilol | e Il. As laminas foram montadas

com balsamo do Canada e observadas em microscépio de luz.

ll.5 Contagem das células marcadas

Para se quantificar a freqiéncia da imunomarcagédo, foram aleatoriamente
selecionados quatro campos por corte e, em cada campo, foi contado na objetiva de
40x um total de 100 células entre as marcadas e ndo marcadas. Desses campos foram
extraidas porcentagens de células marcadas em relacdo ao total.

1.6 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos ao programa Statistical Analysis System (SAS).
A independéncia dos resultados (expressao para os anticorpos Ki-67, p-53, TGF-B, IL-
2r, CD79-, CD3, CD4, CD8, CD68, MHC-II, PR, ER) com a classificacao histopatolégica
e foi testada por meio de uma tabela de contingéncia 2X2 (Teste Qui-Quadrado).



IV. RESULTADOS

IV.1 Padrao de Imunorreatividade

O numero total de tumores coletados foram 30 (10 carcinomas soélidos, 10

carcinomas

tubulopapilar,

10 carcinossarcomas). Os

percentuais de células

imunomarcadas nos cortes histolégicos dos tumores analisados sdo apresentados na

tabela 3.

Tabela 3
imunomarcadas pelos respectivos anticorpos em cada tipo de tumor.

Médias percentuais e desvio-padrdo das contagens das células

ANTICORPOS CSS CS CTP

ER 9,75+ 15,6 7,78+ 10,6 3,38 + 3,25
PR 3,53+1,5 2,08+1,38 3,30 £ 1,11
Ki-67 11,70 £ 6,02 18,8+ 11,25 12,53 £ 12,8
P53 6,40 + 2,92 9,58 + 1,33 8,85+ 1,68
MHC I 58 + 21,05 27,5+5,90 26,88 £ 6,27
IL-2r 6,6 £ 3,12 7,55 +2,80 6,25 £2,17
TGF-B 15,88 £ 5,01 12,83 £4,78 8,7+2,05
CD79-a 2,9+1,33 8,38 £ 4,47 8,28 £ 6,24
CD3 14,35 + 3,53 12,23 £ 3,97 11,80 £ 2,95
CD4 7,58 £2,37 6,83 £ 2,97 6,73 £2,25
CD8 5,78 £2,32 5,0+2,20 4,30 £ 1,47
CD68 0,93 £ 1,04 0,98 £1,32 1,73 £ 1,41

CSS = Carcinossarcoma CS = Carcinoma Solido CTP = Carcinoma Tubulopapilar



IV.1.1 Padrao de imunorreatividade para o Receptor de Estrogeno (ER)

As células que expressaram o ER apresentaram intensidade de coloragdo que
variou de moderada a forte. Essa imunorreatividade foi vista no citoplasma e algumas
vezes no nucleo de células epiteliais normais e neoplasicas (Figura 2). Fibroblastos,
células Osseas e células cartilaginosas dos carcinossarcomas foram negativas para o
ER.

O numero de células marcadas com ER variou de acordo com a classificacdo
histopatol6gica. Apresentando 9,75% de células marcadas no carcinossarcoma, 7,78%
no carcinoma sélido e apenas 3,38% no carcinoma tubulopapilar (Figura 3). Houve

diferenga significativa (P<0,05) entre a imunorreatividade nos trés tipos de tumores.



Figura 2 - Fotomicrografia de preparacdo imuno-histoquimica em carcinossarcoma,
anticorpo anti-ER. Notar intensa marcacao citoplasmatica em células epiteliais

neoplasicas (seta). (Método Estreptoavidina Biotina Peroxidase; Barra = 100um)
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Figura 3 — Imunomarcacdo do ER nas neoplasias mamarias de cadelas. Grupos de

tumores seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente (P<0,05).

IV.1.2 Padrao de imunorreatividade para o Receptor de Progesterona (PR)

A intensidade de coloracdo vista nas células imunorreativas ao PR variou de
fraca a moderada. A imunomarcacao foi expressa no citoplasma de células epitelias
normais e neoplasicas (Figura 4), algumas células mioepitelias também estavam
marcadas. As células que apresentavam marcacao citoplasmatica nao foram contadas,
porque segundo a literatura, a progesterona localizada no citoplasma esta inativa. Ao
contrario do ER, havia minima marcacao nuclear.

Observou-se baixa imunorreatividade para o PR nas células dos carcinomas
sélidos (2,08%). A expressao nos carcinomas tubulopapilares foi de 3,3% e de 3,5%
nos casos de carcinossarcoma (Figura 5). Houve diferenca significativa (P<0,05) entre a
imunorreatividade apresentada pelos carcinossarcomas e pelos carcinomas sélidos e

entre a imunorreatiidade dos carcinomas sélidos e a dos carcinomas tubulopapilares.



Figura 4 - Fotomicrografia de preparacado imuno-histoquimica em carcinoma sélido,
anticorpo anti-PR. Notar marcacao citoplasmatica nas células epiteliais glandulares.

(Método Estreptoavidina Biotina; Barra = 100um).
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Figura 5 - Imunomarcagcdao do PR nas neoplasias mamarias de cadelas. Grupos de

tumores seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente (P<0,05).

IV.1.3 Padrdo de imunorreatividade para o indice de Proliferagio Celular (Ki-67)

A imunorreatividade para as células marcadas pelo Ki-67 foi inteiramente
confinada ao nucleo em células mitéticas, e em alguns casos a marcagao foi
citoplasmatica. Em algumas células havia marcagdo no nucléolo. A intensidade de
coloracdo variou de moderada a forte, sendo mais intensa naquelas células que
estavam em mitose (Figura 6).

Ocorreu baixa deteccdo da proteina Ki-67 nos casos de carcinossarcoma
(11,7%) e carcinoma tubulopapilar (12,6%). Todavia 17,8% das células expressaram
este antigeno no carcinoma sélido (Figura 7). Houve diferenca significativa (P<0,05)

entre a imunorreatividade celular dos carcinomas sélidos e a dos outros dois tumores.



Figura 6 - Fotomicrografia de preparacdo imuno-histoquimica no Carcinoma Sdélido,
anticorpo anti- Ki-67. Notar coloracdo mais intensa das células em divisdo. (Método
Estreptoavidina Biotina Peroxidase; Barra = 100um).
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Figura 7 — Imunomarcacdo da proteina nuclear Ki-67 nas neoplasias mamarias de
cadelas. Grupos de tumores seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente
(P<0,05).

IV.1.4 Padrao de imunorreatividade para a proteina p-53 (p53)

A imunorreatividade para a proteina p53 foi evidenciada no ndcleo das
células epiteliais neopléasicas e também em células mioepiteliais (Figura 8). Alguns
casos ocorreu minima marcagao do citoplasma. A intensidade de coloracao das células
variou de fraca a forte, sendo que as células normais apresentavam coloragdo bem
menos intensa.

Observou-se baixa expressao (6,4%) nas células dos carcinossarcomas. No
entanto, expressao para a p53 foi mais bem evidenciada nos carcinomas soélidos (9,6%)
e nos carcinoma tubulopapilares (8,8%) (Figura 9). Houve diferenca significativa
(P<0,05) entre a imunorreatividade dos carcinossarcomas e a dos carcinomas soélidos e
tubulopapilares.



Figura 8 — Fotomicrografia de preparacdo imuno-histoquimica no carcinossarcoma,
anticorpo anti-p-53. Notar marcacao em células epiteliais neoplasicas (==p) e tambem
mioepiteliais (==p). (Método Estreptoavidina Biotina Peroxidase; Barra = 100um).
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Figura 9 — Imunomarcacao da proteina p-53 nas neoplasias mamarias de cadelas.

Grupos de tumores seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente (P<0,05).

IV.1.5 Padrao de imunorreatividade para o Complexo de Histocompatibilidade
Maior (MHC-II)

A marcacgao da molécula MHC Il foi vista em um grande numero de células que
se encontravam espalhadas por todo o tecido tumoral. Observou-se imunomarcagao
granular no citoplasma das células epiteliais normais e neoplasicas (Figura 10), células
mioepiteliais, linfécitos, fibroblastos e também das células mesenquimais dos
carcinossarcomas. A intensidade de coloragao variou de fraca, moderada a forte nos
diferentes grupos.

Ocorreu elevada imunorreatividade do MHC-II nos carcinossarcomas (58%), ja
nos outros tumores malignos essa concentragdo caiu para 27,5% nos casos de
carcinoma sélidos e 26,8% nos carcinomas tubulopapilares (Figura 11). Nao houve
diferenca significativa (P>0,05) entre a imunorreatividade dos carcinomas sélidos e
tubulopapilares.



Figura 10 — Fotomicrografia de preparagdao imuno-histoquimica no carcinossarcoma,
anticorpo anti- MHC-II. Notar marcacao do citoplasma de células epiteliais neoplasicas.

(Método Estreptoavidina Biotina Peroxidase; Barra = 100um).
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Figura 11- Imunomarcagéao da molécula MHC-Il nas neoplasias mamarias de cadelas.

Grupos de tumores seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente (P<0,05).

1IV.1.6 Padrao de imunorreatividade para o receptor de IL-2 (IL-2R)

A marcagcdo com o anticorpo anti-IL-2R, foi vista em células epiteliais e
mioepiteliais neoplasicas (Figura 12A), e também no citoplasma de fibroblastos
presentes nos carcinossarcomas (Figura 12B), linfcitos também estavam marcados.

Observou-se baixa imunorreatividade para os trés tipos de tumores. Foram
encontradas 7,6% de células marcadas nos carcinomas sélidos, 6,6% nos
carcinossarcomas, 6,3% nos carcinomas tubulopapilares (Figura 13). Ndo houve
diferenca significativa (P>0,05) entre a imunorreatividade dos tumores.



A — B _—
Figura 12 — Fotomicrografia de preparagdo imuno-histoquimica do carcinossarcoma,
anticorpo anti- IL-2r. Em A, algumas células epiteliais neoplésicas intensamente coradas.
Em B, marcagdo intensa em citoplasma de fibroblastos (seta). (Método Estreptoavidina

Biotina Peroxidase; Barra = 50um).
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Figura 13 — Imunomarcagéao da IL-2r nas neoplasias mamarias de cadelas. Grupos de
tumores seguidos por letras iguais nao diferem estatisticamente (P>0,05).



IV.1.7 Padrao de imunorreatividade para o Fator de Crescimento Transformador 8
(TGF-B)

As células epiteliais neoplasicas expressaram a citocina TGF-B tanto na
membrana quanto no citoplasma, sendo bem definida a marcagédo citoplasmatica
(Figura 14), alguns linfocitos também foram reativos para esse maracdor. A intensidade
de coloracéo variou de fraca a moderada.

Observou-se imunomarcacdo em apenas 8,7% das células nos
carcinossarcomas, 12,8% nos carcinomas tubulopapilares e 15,9% nos casos de
carcinoma soélido (Figura 15). Nao houve diferenca significativa (P>0,05) entre a

imunorreatividade dos carcinomas tubulopapilares e a dos carcinomas sélidos.



Figura 14 - Fotomicrografia de preparagdo imuno-histoquimica em carcinossarcoma,
anticorpo anti-TGF-B. Notar a marcagcdo de linfécitos no tecido conjuntivo (seta).

(Método Estreptoavidina Biotina Peroxidase; Barra = 100um).
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Figura 15 — Imunomarcagéo do TGF-B nas neoplasias mamarias de cadela. Grupos de

tumores seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente (P<0,05).

1V.1.8 Padrao de imunorreatividade para os Linfécitos B (CD79-a)

Ao examinar a presenga das células marcadas pelo anticorpo anti-CD79aq,
constatou-se que elas estavam localizadas em sua maioria no infiltrado inflamatério que
circundava as células tumorais (Figura 16). Observaram-se também alguns plasmdcitos
imunorreativos espalhados pelo tumor (Figura 17). A imunomarcacéo citoplasmatica era
homogéneas, apresentando células bem delimitadas, com coloracdo que variou de
moderada a forte.

Os carcinossarcomas apresentaram baixa imunorreatividade (2,9%). Ja nos
outros dois tumores malignos a expressao para o CD79-a foi melhor evidenciada. 8,4%
nos casos de carcinoma soélido e 8,3% nos carcinomas tubulopapilares (Figura 18).

Houve diferencga significativa (P<0,05) entre o carcinossarcoma e os demais tumores.



Figura 16 - Fotomicrografia de preparagdo imuno-histoquimica em carcinoma sélido,
anticorpo anti CD79-a, notar marcacao de linfécitos no infiltrado inflamatério. (Método

Estreptoavidina Peroxidase; Barra = 100um).



Figura 17 — Fotomicrografia de preparacdo imuno-histoquimica em carcinoma
tubulopapilar, anticorpo anti CD79-a.. Notar marcacao em plasmécitos (== ). (Método

Estreptoavidina Peroxidase; Barra = 100um).
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Figura 18 - Imunomarcacao do CD79-a nas neoplasias mamarias de cadela. Grupos de

tumores seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente (P<0,05).

IV.1.9 Padrao de imunorreatividade para os Linfécitos pan T (CD3)

O anticorpo anti-CD3 reagiu com linfécitos localizados intra e peritumorais. As
células CD3*, em sua maioria, encontravam-se distribuidas no tecido tumoral; contudo,
nos tumores em que havia menor quantidade de células marcadas, elas estavam junto
as trabéculas de tecido conjuntivo. O citoplasma apresentava-se bem delimitado,
exibindo uma coloracéo de fraca a moderada intensidade (Figura 19).

A imunomarcacgao nos tumores malignos foi maior que nos benignos. Observou-
se 14,3% de células marcadas nos carcinossarcomas, 12,2% nos carcinomas solidos e
11,8% nos carcinomas tubulopapilares (Figura 20). Nao houve diferenca significativa
(P>0,05) entre a imunorreatividade dos tumores.



Figura 19 - Fotomicrografia de preparagdo imuno-histoquimica em carcinoma sdlido,
anticorpo anti-CD-3. Notar a marcacao citoplasmatica dos linfécitos T no infiltrado

inflamatério. (Método Estreptoavidina Biotina Peroxidase; Barra = 100um).
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Figura 20 — Imunomarcagdo do CD3 nas neoplasias mamarias de cadelas. Grupos de

tumores seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente (P>0,05).

IV.1.10 Padrao de imunorreatividade para os Linfocitos T Helper (CD4)

Os linfécitos marcados pelo anticorpo anti-CD4 estavam localizados em sua
maior parte no infiltrado inflamatério que circundava as células tumorais (Figura 21),
algumas vezes foram vistos espalhados pelo tecido tumoral (Figura 22). Apresentavam
marcacao nuclear bem definida e raras vezes apresentavam minima marcagcao
citoplasmatica. A intensidade de coloracao variou de moderada a forte.

Da mesma forma que o CD3, a maior concentracao de células reativas foi vista
nos carcinossarcomas (7,6%), seguido pelos carcinomas sélidos (6,8%) e carcinomas
tubulopapilares (6,7%) (Figura 23). Nao houve diferenca significativa (P>0,05) entre a

imunorreatividade dos tumores.



Figura 21 — Fotomicrografia de preparacao imuno-histoquimica em Carcinoma Sélido,
anticorpo anti- CD-4. Notar a presenga de linfocitos T helper no infiltrado inflamatério.
(Método Estreptoavidina Biotina Peroxidase; Barra = 100um).



Figura 22 — Fotomicrografia de prepara¢ao imuno-histoquimica em Carcinoma Sélido,
anticorpo anti-CD-4. Notar a marcacao citoplasmatica os linfécitos T. (Método
Estreptoavidina Biotina Peroxidase; Barra = 100um).
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Figura 23- Imunomarcacdo do CD4 nas neoplasias mamarias de cadelas. Grupos de
tumores seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente (P>0,05).

IV.1.11 Padrao de imunorreatividade para os Linfécitos T Citotéxicos (CD8)

Os linfocitos T citotdéxicos marcados pelo anticorpo anti-CD8 apresentavam um
padrao de distribuicdo e coloracdo semelhante aquela apresentada pelo anticorpo anti-
CD4, os linfécitos reativos estavam localizados no infiltrado inflamatério que circundava
o tumor (Figura 24 e 25) e algumas vezes eram vistos espalhados no ambiente tumoral,
entremeando as células neoplasicas.

Da mesma forma que o CD3 e o CD4, a imunorreatividade para o CD8
apresentou a seguinte ordem decrescente 5,78% dos linfocitos reativos no
carcinossarcoma, 5% nos carcinomas sélidos e apenas 4,30% nos carcinomas
tubulopapilares (Figura 26). Nao houve diferenca significativa (P>0,05) entre a
imunorreatividade dos tumores.



Figura 24 - Fotomicrografia de preparacdo imuno-histoquimica no carcinossarcoma,
anticorpo anti-CD8. Notar a marcacao de linfocito T citotéxicos no infiltrado inflamatério.
(Método Estreptoavidina Biotina Peroxidase; Barra = 100um).



Figura 25 - Fotomicrografia de preparagcdo imuno-histoquimica no carcinoma sdlido,
anticorpo anti-CD8. Notar os linfécitos T citotdxicos no infiltrado inflamatorio. (Método
Estreptoavidina Biotina Peroxidase; Barra = 100um).
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Figura 26 - Imunomarcagcédo do CD8 nas neoplasias mamarias de cadelas. Grupos de
tumores seguidos de letras iguais, ndo diferem estatisticamente (P>0,05).

IV.1.12 Padrao de imunorreatividade para os Macrofagos (CD-68)

Os macrofagos imunorreativos encontravam-se ao redor do infiltrado inflamatorio
e caracterizavam-se por uma fraca coloracdo castanha que preenchia todo o citoplasma
(Figura 27).

Foram observados em pequena quantidade em todos os tumores estudados,
sendo negativos em alguns casos, a maior concentracdo de células marcadas foi vista
no carcinoma tubulo papilar (1,73%), 0,98% no carcinoma soélido e apenas 0,93% no
carcinossarcoma. Nos tumores benignos a concentracdo de células marcadas foi muito
semelhante a encontrada nos malignos, 0,93% nos adenomas e 0,90% no tumor misto
benigno (Figura 28). Nao houve diferengca significativa (P>0,05) entre a
imunorreatividade dos tumores estudados.



Figura 27 - Fotomicrografia de preparagdo imuno-histoquimica em carcinoma
tubulopapilar anticorpo anti-CD-68. Macréfagos fracamente marcados localizados no

foco inflamatorio entre as glandulas mamarias. (Método Estreptoavidina Biotina

Peroxidase; Barra = 100um).
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Figura 28 - Imunomarcacédo do CD68 nas neoplasias mamarias de cadelas. Grupos de

tumores seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente (P>0,05).



V. DISCUSSAO

Estudos sobre tumores espontdneos de animais domésticos vém sendo
considerados como promissores para o esclarecimento de importantes questdes de
oncologia, com provavel repercussdo no estudo das neoplasias de seres humanos.
Principalmente nos tumores mamarios em caes, pois estes prestam-se como modelos
apropriados e, véalidos ao estudo da biologia da neoplasia (SCHNEIDER et al., 1969;
MOTTOLESE et al.,, 1994). Também sao importantes nos testes de agentes
terapéuticos, ja que animais de estimacdo tém tumores com apresentacao
histopatolégica e comportamento bioldgico similares aqueles que acometem os seres
humanos (MacEWEN, 1990, PELETEIRO, 1994).

O aspecto da resposta imune nos tumores mamarios caninos malignos, bem
como, a presencga de alguns marcadores de progndsticos, foram avaliados utilizando-se
a imuno-histoquimica. Entretanto, algumas alteracées foram feitas visando um melhor
resultado das reacgdes. A imuno-histoquimica € um dos métodos de diagndstico
empregados no estudo de muitas patologias, dentre elas as neoplasias, sendo util para
se estabelecer a classificagcao, a identificacdo e o prognostico dos tumores (TAYLOR &
COTE, 1994), além de ser usado como um método essencialmente quantitativo, menos
sujeito a erros, na determinacdo de células mononucleares infiltradas nos tumores
(PRALL et al., 2004).

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais facilitou a identificacdo de
marcadores ou produtos celulares, podendo-se determinar a presenca de antigenos
relacionados a tipos especificos de tecido (WILLIAMSON & MIDDLETON, 1998). A
marcacao de células por anticorpos especificos pode ser realizada tanto em cortes de
congelagdo como em amostras fixadas em formalina e incluidas em parafina. Varios
estudos mostram que anticorpos contra antigenos humanos, disponiveis
comercialmente, podem ser usados para o reconhecimento de epitopos em tumores de
caes e gatos (MOORE et al., 1989; DESNOYERS et al., 1990; THOOLEN et al., 1992;
WILLIAMSON & MIDDLETON, 1998).



O presente estudo foi composto por dois aspectos, por um lado o papel de
marcadores de prognostico nos tumores mamarios malignos e por outro, o papel do
infiltrado inflamat6rio nesses mesmos tumores. Portanto, o capitulo foi dividido

didaticamente em duas partes.

Marcadores de Prognodstico

Como ja registrado anteriormente, tumores mamarios sdo muito comuns em
fémeas caninas nao castradas. De acordo com o diagndstico histologico, entre 41 e
53% dos tumores mamarios que acometem cadelas sao malignos (MISDORP et al.,
1999; RUTTEMAN et al., 2001). Entretanto, evidéncia histolégica de malignidade, nao
implica invariavelmente em curso clinico maligno. Por essa razdo, fatores de
prognostico sdo de étima importdncia para estimar o risco individual de resultados
clinicos desfavoraveis. Alguns sao reconhecidos como fatores de progndstico bem
aceitos nos tumores mamarios malignos de caes sdao o tamanho do tumor, estado do
linfonodo, metastases distantes, tipo histolégico, grau de malignidade histoldgica e grau
de diferenciacao celular (MISDORP et al., 1999; RUTTEMAN et al., 2001).

Nos ultimos anos, muito esfor¢co tem sido feito para encontrar correlagdes entre
estagio clinico e prognastico clinico (FOWLER et al., 1974; HAMPE & MISDORP, 1974,
BOSTOCK, 1975; MISDORP & HART, 1976; GILBERTSON et al., 1983; BENJAMIN et
al., 1999). Essa correlacdo vem sendo analisada através da avaliacdo da proliferacéo
celular (Ki-67) (SARLI et al.,, 2002; ZACCHETTI et al.,, 2003; YANG et al., 2006),
expressao de receptores hormonais (NIETO et al., 2000; MARTIN DE LAS MULAS et
al., 2005; MILLANTA et al., 2005) e expressao aberrante da proteina supressora p53
(GAMBLIN et al., 1997; RUNGSIPIPAT et al., 1999; LEE et al., 2004).

Os resultados encontrados, no presente experimento, evidenciam a importancia
do estudo de marcadores celulares nas neoplasias mamarias pela técnica de imuno-
histoquimica, semelhante ao relatado por ZUCCARI (2001), pois foi possivel determinar
a presenca, bem como quantificar a expressdo dos receptores de estrdégeno,

progesterona, Ki-67 e p53.



Em humanos, a etiologia do cancer de mama é multifatorial e inclui fatores como
predisposicao genética, idade na primeira gravidez, primeira menstruagdo e atividade
dos receptores hormonais no tecido mamario (HASLAM & SHYAMALA, 1979; ZEIMET
et al., 1994). Progesterona e estrogeno tém papel crucial no controle da proliferacdo da
glandula mamaéria e formacao do tumor (ELLING & UNGEMACH, 1983; NICHOLSON et
al., 1991). O efeito fisiolégico desses hormdnios é mediado principalmente por
receptores expressos no tecido mamario (MOL et al., 1999).

A presenca de receptores de estrégeno e progesterona em proporcdes variaveis
nos tumores mamarios malignos e benignos de caes tem sido demonstrado por
métodos bioquimicos e imunoistoquimicos (GRAHAM & MYERS, 1999; GERALDES et
al., 2000; NIETO et al.,, 2000; RUTTEMAN et al., 2001; SOBCZAK-FILIPIAK et al.,
2002).

Verificou-se por meio dos resultados que a imunomarcagdo do ER estava
localizada no nucleo de células epitelias normais, benignas e malignas e também nas
células mioepitelias. Minima marcacdo citoplasmatica foi observada. Células
neoplasicas presentes no estroma normal, células cartilaginosas e Osseas dos
carcinossarcomas nao apresentaram marcagao, coincidindo com os achado de NIETO
et al., (2000). Houve uma heterogenicidade na intensidade de coloracdo desses
receptores, resultado similar ao encontrado no cancer de mama da mulher (PASCAL et
al., 1983; TOSI et al., 1987; RAYMOND & LEONG, 1989; RUTTEMAN, 1990), esse fato
pode ser atribuido a diferencas na atividade celular.

Com relacédo a concentracdo desse receptor, ela foi maior no carcinossarcoma,
seguido pelo carcinoma sélido e depois pelo tubulopapilar, semelhantemente ao
demonstrado por YANG et al., 2006. Com esses achados podemos sugerir que 0s
niveis de ER podem ser relacionados com a histopatologia do tumor, ja que houve
diferenga significativa entre os trés tipos de tumores analisados. Infelizmente nés nao
associamos nenhuma variavel clinica, histologica ou epidemiolégica com a presenca
desse marcador, 0 que poderia contribuir de certa forma com esses achados. Por
exemplo, idade, tamanho do tumor, ulceragdo da pele e estagio clinico, quatro

importantes fatores no tumor de mama canino que foram associados com niveis de ER



(RUTTEMAN et al., 1988; SARTIN et al., 1992; HELLMEN, 1993; PEREZ-ALENZA et al,
1997; PENA et al., 1998).

Pacientes com cancer de mama, que apresentam niveis de ER elevado, tem
maior sobrevida e melhor resposta ao tratamento hormonal que pacientes que nao
apresentam ER (COCKER et al., 1969; PICHON et al., 1980). Entretanto, ndo se pode
afirmar o mesmo para os tumores mamarios caninos analisados, pois infelizmente nao
temos 0 acompanhamento dos caes portadores desses tumores.

Os receptores de progesterona também estavam localizados no nudcleo de
células epiteliais neoplasicas e normais nos trés tipos de tumores malignos analisados,
resultado semelhante ao encontrado por MARTIN DE LAS MULAS et al., 2005.
Entretanto, foi observada intensa marcacdo citoplasmatica das células epiteliais
neoplasicas, as quais apresentavam maior concentracao no carcinoma sélido, seguido
pelo tubulopapilar e carcinossarcoma, no qual estavam em menor quantidade. Segundo
alguns autores, o receptor de progesterona pode ser encontrado de varias formas e
quando estes estao presentes no citoplasma, isso pode ser atribuido a um distarbio no
transporte nuclear do receptor, significando uma inatividade desses tumores
(LANTINGA-VAN LEEUWEN et al., 2000; LEE et al., 2006). Pode-se sugerir que a
diferenca significativa observada entre o carcinoma soélido e os outros dois tipos de
tumores seja devido a um maior numero de casos desse tumor com maior grau de
malignidade, apesar desse aspecto infelizmente n&o ter sido avaliado. Ja que é sabido
que tumores benignos tém elevado numero de células progesterona positivas, enquanto
tumores malignos tem fendtipo inverso (GERALDES et al., 2000; THUROCZY et al.,
2007).

Os receptores hormonais ER e PR tiveram expressado similar nos 3 tipos
tumorais, com destaque para o carcinossarcoma que teve uma tendéncia em
apresentar a maior concentracao de ambos. Isso fortalece o fato da maior concentracéao
de receptores hormonais em neoplasias menos agressivas.

O estudo de parametros que refletem as fases do ciclo celular de células
neoplasicas tem mostrado ser Util na avaliagdo do comportamento biolégico de tumores
(O'REILLY & RICHARDS, 1992). Uma variedade de métodos tém sido introduzidos



nessa darea de pesquisa, mas somente alguns deles sdo aplicaveis em tecidos
embebidos em parafina e fixados em formol. Devido a isso, a estimacao da fracédo de
crescimento foi analisada em nosso estudo por meio da demonstracdo imuno-
histolégica do entdo chamado indice de proliferagao celular (Ki-67).

Ki-67 € uma proteina n&o histona que expressa seu pico durante as fases G2/M
do ciclo celular, sé aparece no nucleo de células que sabiamente estdo ciclando,
células quiescentes sdo consistentemente negativas (GERDES & ZENTGRAF, 1998),
portanto aparece em niveis elevados em tumores com alta proliferagé@o celular.

Os resultados mostram uma maior concentracédo de Ki-67, nos carcinomas tipo
sOlido, seguida pelo tubulopapilar e uma menor concentragdo no carcinossarcoma,
havendo diferenca significativa do solido em relagdo aos outros dois, levando-nos a
pensar que o carcinoma sOlido apresentava uma maior proliferacao celular. A
imunorreatividade em células ndo mitéticas era restrita ao nucleo, mas em células
mitdticas a marcacdo se dava nos cromossomos, corroborando com os achado de
PENA et al. (1998), observamos também alguns nucléolos marcados.

Analisando os tumores, pode-se dizer que houve correlagdo inversa nos niveis
de Ki-67, ER e PR, ou seja, quando a proliferagdo celular aumentava o niumero de ER e
PR diminuia. Estudos recentes revelaram que o indice de proliferacéo celular e o indice
de ER foram significativamente correlacionados no tumor de mama canino (PENA et al.,
1998; NIETO et al., 2000). Esses resultados estdo de acordo com os achados no
cancer de mama humano (WINTZER et al., 1991; HURLIMANN et al., 1993; RUDAS et
al.,, 1994), indicando que tumores bem diferenciados mantém algum mecanismo
hormonal regulatério e sdo associados a baixo grau de proliferacéo celular. A falha de
correlacdo entre Ki-67 e o receptores hormonais em alguns casos pode se associada
com maior numero de células em fase GO do ciclo celular, as quais sdo negativas para
o KI-67.

A imunomarcacgao da p53 no presente trabalho, foi predominantemente nuclear,
havendo em algumas células imunorreatividade citoplasmatica. Observou-se expressao
da proteina p53 em todos os casos estudados. Provavelmente a utilizagdo do anticorpo

policlonal p53 conferiu maior expressdo e menor especificidade, justificando a



marcagao de todos os tumores analisados, corroborando com os achados de ZUCCARI
et al. (2005).

Presente nas células normais na forma “wild” ou ndo-mutante, o gene p53 tem a
funcdo de bloquear a divisdo celular através de uma proteina por ele produzida,
atuando como mediador da apoptose quando da ocorréncia de alteragdes no genoma
(LOWE et al., 1994). Quando este gene torna-se mutante, ocorre perda do controle do
ciclo celular e, como conseqiéncia, pode ser observado disturbios na inducdo da
apoptose (MAY e MAY, 1999). Houve diferenca significativa entre o carcinossarcoma e
os dois carcinomas simples, com maior expressao da proteina p53 nos carcinomas
simples, podendo-se sugerir que o carcinossarcoma apresentou menor concentragao
de mutagdes que os demais tumores. E interessante ressaltar, que se observou uma
maior expressao da p53 nos mesmos tipos de tumores em que houve maior expressao
do Ki-67, ou seja no carcinoma sélido e no tubulopapilar, 0 que leva a pensar em uma
correlagdo da mutacao celular com o indice de proliferagdo celular, corroborando com
os achados de Lee et al. (2004). Como esses dois tumores sao os tipos mais
agressivos, talvez pudessem ser usados como marcadores de progndstico.

Mutacbes no gene p53 tém sido associadas com o desenvolvimento de
neoplasia mamaria humana e canina, pacientes com cancer de mama com alteragdes
do gene p53 sao considerados de pior prognostico. Entretanto, significado prognédstico
de mutagdes no gene p53 em caes nao € claro. No nosso estudo, ndo foi possivel
relacionar a expressdo da p53 com a sobrevida dos cées, porque infelizmente o
acompanhamento dos pacientes ndo é tao facil como na medicina humana e também

devido a variedade de tratamentos.
Infiltrado inflamatorio associado as neoplasias mamarias caninas

A imunopatologia de tumores humanos e de animais ha muitos anos tem sido
tema de inumeros trabalhos, particularmente daqueles que envolvem a intrigante
relacdo tumor-hospedeiro. A interagdo tumor-hospedeiro pode ter um papel importante

na determinagdo da progressdo do tumor ou até mesmo na sua remissdo. Recentes



estudos tém demonstrado que essa interacdo pode ser influenciada pela liberacao de
fatores soluveis pelas células tumorais e por linfocitos infiltrados no tumor (CHOUAB et
al., 1997; TROJAN et al., 2004).

Durante muito tempo, postulou-se que o sistema imune era capaz de reconhecer
e destruir células tumorais. O conceito de BURNETT & THOMAS (1959) era de que o
sistema imune manteria uma vigilancia continua do organismo para a presenga de
células anormais, que uma vez reconhecidas como tais, seriam destruidas. A resposta
imune a um tumor, portanto era considerada um evento inicial, que levaria a destruicao
da maioria dos tumores antes que eles tivessem um significado clinico aparente.
Também foi proposto que o sistema imune teria um papel importante no retardo do
crescimento ou na regressao de tumores (ROITT et al., 2003).

No presente estudo, utilizou-se 0 método imuno-histoquimico para avaliar a
resposta imune nos tumores mamarios malignos de cadelas (carcinossarcoma,
carcinoma solido e carcinoma tubulopapilar). Avaliamos o infiltrado inflamatério através
de marcadores de linfécitos T (CD3, CD4, CD8), linfocitos B (CD79-a), macréfagos
(CD68), complexo de histocompatibilidade maior (MHC 1l) e também analisamos a
presenca das citocinas TGF-§ e o receptor de IL-2.

Ainda que a resposta imune possa barrar o crescimento das neoplasias
mamarias, ndo proporciona sua completa destruicdo, por diferentes motivos: debilidade
desta, existéncia de linfécitos T supressores, anticorpos ou imunecomplexos que
bloqueiam as células efetoras ou incapacidade para reconhecer antigenos tumorais
(BHAN & DESMARAIS, 1983). Alem disso, a resposta inflamatéria local pode falhar na
prevengdo de crescimento das neoplasias por varias razdes: as células tumorais
derivam-se de células normais do hospedeiro, 0 que em muitas ocasides da lugar a
uma débil ou apenas detectavel resposta imunolédgica; a capacidade de resposta do
sistema imune pode ser superada pelo crescimento do tumor; muitas neoplasias
apresentam mecanismos especializados para evadir as respostas imunolégicas do
hospedeiro (ABBAS et al., 2004). Por outro lado, ndo esta claro se a infiltragcdo

inflamatoria € consequiéncia de uma resposta antitumoral ou uma reacao induzida pela



liberagao do fator de necrose tumoral ou de citocinas secretadas pelas células tumorais
(PUPA et al., 1996).

Deve-se destacar a escassa bibliografia em medicina humana, sobre a
caracterizagdo e o papel do infiltrado inflamatério no cancer de mama. Os poucos
trabalhos publicados existentes se limitam ao estudo das subpopulacdes linfocitarias
CD4 e CD8 e a maioria em suspensoes celulares. Por outro lado, a bibliografia €
praticamente inexistente em Medicina Veterinaria, ndo havendo até o momento nenhum
trabalho publicado a respeito das neoplasias mamarias caninas.

E dificil estabelecer um padrao de resposta imune local para cada tipo de tumor
mamario canino, pois existem variagdes entre os diferentes tipos histologicos, o que
também é demonstrado no cancer de mama da mulher (BRODEY et al., 1983). Essa
variabilidade na composicao do TlLs pode dever-se a interacdo tumor-hospedeiro.
Experimentos em tumores no homem sugerem que as interagdes entre as células do
tumor e as do hospedeiro podem ter efeitos estimulatérios e inibitérios na imunidade
antitumor, em decorréncia da composicao celular heterogénea das células infiltradas e
das suas diferentes interagcdes com as células do tumor (TSUKAMOTO et al., 1992;
O’'SULLIVAN; LEWIS, 1994; YANASE et al., 1995, LUSTER, 2002).

Na glandula mamaria normal, a presenca de infiltrado inflamatério é escassa e
estd constituida principalmente por linfocitos e alguns macréfagos. As células
apresentadoras de antigenos, MHC Il aparecem no estroma, sendo em sua maioria
macréfagos e fibroblastos, além do que esta molécula também tem sido expressa por
algumas células mioepiteliais e epiteliais (DEL CASTILLO, 2002).

Estes resultados variam quando se contemplam tumores mamarios malignos.
Segundo DEL CASTILLO (2002), em geral as cadelas que somente apresentam
neoplasias malignas e nenhuma benigna, se caracterizam por apresentar um infiltrado
inflamatoério muito mais intenso, porém, os animais com mais de trés tumores benignos
(independente da existéncia ou ndo de neoplasias malignas) apresentam valores mais
baixos de inflamacao. Talvez esse fato se deva a uma falta de reagédo do sistema imune
do hospedeiro ao tumor mamadrio, deixando de reconhecé-lo como algo estranho ao

organismo e diminuindo a resposta imune local. A falta de resposta frente a um



antigeno pode dever-se a um processo de tolerdncia imunoldgica (os linfocitos se
inativam ou séo eliminados) ou o antigeno é ignorado, além disso, a estimulagdo dos
linfécitos de forma repetida da lugar a morte das células ativadas mediante processo de
apoptose (ABBAS et al., 2004).

A expressao do MHC Il foi mais evidente no tipo carcinossarcoma, que seria o
tipo histolégico menos agressivo. Da mesma forma a marcagédo de CD3, CD8 e CD4,
embora sem diferenca estatistica entre os grupos, teve uma tendéncia a ter a maior
média em carcinossarcoma. Talvez neste tipo tumoral a capacidade de apresentar
antigenos das células tumorais e adjacentes ainda esteja mantida e seja perdida nos
tipos mais agressivos.

A expressdao do MHC Il por parte das células neoplasicas epiteliais sugere, que
elas atuem como APC que estimulariam corretamente os linfécitos CD4", mas que,
porém nao conseguem precipitar a atividade citotoxica caracteristica dos linfocitos T
CD8" (as citocinas secretadas pelos linfécitos T CD4" atuam sobre as células T CD8",
macréfagos, granulécitos e endotélio vascular (ABBAS et al., 2004). Segundo PEREZ et
al. (1999) a expressao desta molécula por parte das células neoplésicas ndo é mais
que um intento de melhorar a resposta imune, entretanto, como vimos no presente
trabalho nao existe relacdo entre os niveis de células com o MHC Il e as porcentagens
de células T CD3", CD4" e CD8", que se encontravam em proporgcdes bem mais baixas
que o MHC 11

Em melanomas, essa molécula esta associada a ocorréncia de metastases (D’
ALESSANDRO et al., 1987), enquanto que em tumores de glandula mamaria da mulher
a presenca dessa molécula esta relacionada a um prognéstico favoravel (NATALI et al.,
1993). A menor expressao do MHC Il em linfécitos e células neoplasicas do cancer de
mama humano favorece seu escape do sistema imune (HADDEN, 1999). WARABI et
al., (2000) observaram uma maior expressdao do MHC Il nas células neoplasicas dos
tumores colorretais bem diferenciados que nos pouco diferenciados.

Como ja comentado anteriormente, citocinas presentes no ambiente tumoral
podem afetar o crescimento e a sobrevivéncia do tumor. A interleucina-2 € uma citocina

linfocitotrépica envolvida no crescimento e diferenciagdo de células T e B, que aumenta



a fungao citolitica das células natural killer; e também conhecida por ter fungcado na
proliferagdo de algumas células nao linféides (MINAMI et al., 1993; WITHESIDE &
HERBERMAN, 1995). O aumento na expressao da IL-2 e IL-2r tem sido reportado em
tumores em atividade proliferativa como tumores de estdbmago, renal, carcinoma
espinocelular (LIN et al., 1995), melanomas, neuroblatoma (RIDINGS et al., 1995)
carcinoma de células escamosas (REICHERT et al., 1998) e cancer de prostata
(ROYUELA et al., 2000). Nos caso de cancer de estomago, renal, carcinoma
espinocelular , a IL-2 tem sido vista estimulando a proliferagdo celular e aparece de
maneira mais abundante nas células em mitose do que nas células que estdo em outra
fase do ciclo celular (LIN et al., 1995; REICHERT et al., 1998).

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram a presenca de receptores
da IL-2 nos 3 tipos de tumores analisados, a imunomarcagao aparecia no citoplasma de
células epiteliais tanto normais quanto neoplasicas e também nos linfocitos, e algumas
vezes essa marcagao era tanto na superficie celular como no citoplasma semelhante ao
relatado por GARCIA-TUNON et al., 2003. Segundo GARCIA-TUNON et al. (2003), ha
uma maior presenga desse IL-2r em lesdes mamarias malignas do que em benignas.
Para esses autores, a elevada expressao de IL-2 e de IL-2r nas células de cancer de
mama podem contribuir para o desenvolvimento do tumor por aumentar a proliferacao
celular e inibir a apoptose.

Apesar de estudos imuno-histoquimicos nédo fornecerem informacbes sobre a
funcdo dessa molécula, o presente trabalho sugere que o desenvolvimento do tumor
mamario em caes pode estar associado com o aumento da IL-2, ja que a maior
deteccao desse receptor foi vista no carcinoma soélido, ou seja, no mesmo tipo que
apresentou maior indice de proliferacao celular.

O TGF-p também é uma citocina que esta presente no ambiente tumoral,
também produzida pelas células tumorais (PARDOLL, 2002; GROH et al., 2002) e
também pelas células Treg (LEVINGS & RONCAROLO, 2000). O TGF-B é um potente
inibidor da resposta imune, proporcionando o escape a vigilancia imunolégica (ROITT et
al., 2003). No presente trabalho os tumores carcinoma sélido e carcinoma tiveram maior

imunomarcacédo de TGF-fp e CD79-a, esse fato confirma que nos tumores mais



agressivos exite uma predominancia de uma resposta do tipo Th2 com imunidade
humoral associada, portanto ndo adequada para destruir células tumorais. Pode-se
sugerir que esse padréo de resposta imune seria um mecanismo de evasdo imune do
tumor.

Alguns estudo tém mostrado que TILs isolados de tumores parecem estar
imunologicamente inertes ou suprimidos (WITHESIDE et al., 1986; RABINOWICH et al.,
1987), contudo esse TILs podem ser estimulados “in vitro” por alguns fatores,
passando a exercer novamente sua atividade citolitica contra os tumores (HALAK et al.,
1999). Isso sugere que fatores internos do microambiente tumoral sdo responsaveis
pela impoténcia imunolédgica observada nos TILs isolados de tumors. O que se pode
observar no presente experimento € que, a concentracao dessa citocina aumentava nos
tumores malignos, podendo sugerir que ela estaria inibindo a proliferacao das células T
e B, habilitando o tumor a escapar da resposta imune, coincidindo com os achado de
HSIAO et al. (2004) no tumor venéreo canino.

Neste estudo, os linfécitos B estavam presentes em todos os tumores mamarios
caninos. Estudo realizado por BALCH et al. (1990), mostra que 20% dos carcinomas
mamarios humanos apresentam células B formando parte do infiltrado inflamatério. E
DEL CASTILLO (2002) observou que cerca de 65,1% das neoplasias mamarias caninas
malignas analisadas apresentavam linfécitos B em seu infiltrado.

Os linfocitos B no presente trabalho alcangaram sua maior representacdo no
carcinoma solido, seguido pelo carcinoma tubulopapilar e se apresentaram de maneira
discreta no carcinossarcoma, achado semelhante ao observado por DEL CASTILLO
(2002), que encontrou maior concentracdo de linfécitos B no carcinoma sélido e
auséncia destas células no carcinossarcoma. Apresentavam-se formando agregados
linféides ou pseudofoliculos associados ao componente epitelial ou aos vasos, igual ao
observado no cancer de mama por GREKOU et al. (1996).

Nao ha muito descrito na literatura sobre a relevancia destas células na resposta
imune local das neoplasias mamarias, além de existir pouca evidéncia da efetividade da
imunidade humoral em relacdo aos tumores (ABBAS et al., 2004). A presenca de

linfocitos B, nas neoplasias benignas e malignas nos leva a pensar na existéncia de



uma resposta humoral e ndo somente celular frente aos tumores. Entretanto, também
se associa a existéncia dessas células com um prognédstico negativo ja que a resposta
Th2 inibe a resposta Th1 responsavel pelo controle da proliferagcdo tumoral (DEL
CASTILLO, 2002).

Com relagéao aos linfocitos T, pouco se sabe sobre o seu papel no ambiente
tumoral, entretanto ficou demonstrado que sua presenca néo é efetiva na hora de deter
a progressao tumoral ou prevenir a aparicao de recidivas ou metastases coincidindo
com os achados de MARSIGLIANTE et al. (1999) e VGENOPOULOU et al. (2003) no
carcinoma de mama da mulher.

Em todos os casos estudados no presente trabalho, observou-se que as células
T sao o componente inflamatério principal do infiltrado linfocitario, resultados que
coincidem com estudos realizados em medicina humana (O’'SULLIVAN & LEWIS, 1994;
GREKOU et al., 1996). Dentro dos linfécitos T, a subpopulagéo predominante em todos
os casos foi o fenétipo CD4", igual ao observado no cancer de mama da mulher
(BALCH et al., 1990; HADDEN, 1999). Segundo DEL CASTILLO (2002), nos casos de
neoplasias mamarias de alta malignidade histolégica, a subpopulacao de células CD8+
supera a de células CD4", fato que também é observado no tumor de mama na
medicina humana (BHAN & DESMARAIS, 1983; NAUKKARINEN & SYRJANEN, 1990;
GEORGIANNOS et al., 2003; SHEU et al.,, 2008). DEL CASTILLO (2002) também
observou que ha uma descendéncia no numero de linfécitos T infiltrados nos casos de
tumores de grau histolégico mais avangado. Entretanto, 0 mesmo néo foi visto no nosso
trabalho, tanto no que se refere ao numero de linfécitos infiltrados como no aumento de
linfécitos T CD8", talvez isso se dé pelo fato de ndo termos separado os tumores pelos
graus de malignidade histoldgica, o que pode ser feito em trabalhos futuros.

A maior concentragdo de células T CD4" em detrimento as células T CD8", em
nosso estudo, poderia estar relacionada com uma pobre diferenciagdo tumoral, ja que
este achado se observa em tumores mamarios caninos de alta malignidade. Esse
achado também foi observado por CHIN et al. (1993) no cancer de mama da mulher.
Para estes autores, uma diminuicdo no namero de linfécitos T CD8" em neoplasias de

grande tamanho pode refletir em deficiéncia local na reagéo citolitica frente as células



tumorais, e um aumento da subpopulagdo CD4" em neoplasias pouco diferenciadas,
pode gerar progressao do tumor.

Muitos tumores, como ja descrito anteriormente, ndo séo rejeitados apesar de
serem reconhecidos por células T CD4" e CD8" (BOON & VAN DER BRUGGEN, 1996;
ROSENBERG, 1999). O mecanismo que inibe a rejeicdo dos tumores incluem aqueles
mediados pelo proprio tumor, como produgdo de TGF-B derivado do tumor ou
moléculas soluveis relacionadas ao MHC | (PARDOLL, 2002; GROH et al., 2002). O
estroma do tumor também pode impedir o fornecimento e expansdo de células T
eficientes tanto nos linfonodos de drenagem (GROH et al., 2002) como nos locais do
tumor (YU et al., 2004). A auséncia de rejeicao imune-mediada ao tumor também induz
inadequada resposta de células T do hospedeiro, que pode ser devido a anergia dessas
células, delecdo (KURTS et al., 1997; BOURGEOIS et al., 2002), e inibicdo da resposta
das células T por citocinas supressoras como a IL-10. Estudos recentes revelam o
potencial papel das células T regulatorias no controle da resposta imune ao tumor. Esse
tipo de célula, as quais expressam o fenétipo CD4* CD25", tem sido estabelecido como
um potente regulador das células T na imunidade 6rgao especifica e nas doencas
crénicas (MALOY & POWRIE, 2001; BELKAID et al., 2002; SHEVACH, 2001;
SAKAGUSHI et al., 2001).

De qualquer maneira, ainda ndo se sabe o mecanismo pelo qual as células Treg
medeiam sua funcao supressora. Estudos recentes demonstram que essas células tém
efeito direto na funcdo das células T CD8", suprimindo a liberagdo de granulos
citotéxicos (MEMPEL et al., 2006). Entretanto, as células Treg tém mostrado um
potente efeito supressivo na resposta de células T CD4*, demonstrando assim que elas
podem agir de varias maneiras, dependendo das diferengcas nos modelos experimentais
(CHAPUT et al., 2007).

Dos achados do presente trabalho pode-se sugerir que as células T presentes no
infiltrado inflamatério das neoplasias malignas poderiam ser em sua maioria células T
CD4" regulatérias, as quais estariam inibindo a fungao citotoxica das células T CD8",

causando a progressao do tumor. Seria interessante que em trabalhos futuros fossem



analisados os fenétipos das células T CD4" presentes no infiltrado, podendo assim
classifica-las em efetoras ou supressor.

Os macrofagos sé@o células freqientemente encontradas no microambiente de
tumores e evidéncias indicam que, quando ativados, sdo capazes de reconhecer e lisar
células tumorais, incluindo aquelas que sao resistentes a drogas citostaticas (KLIMP et
al., 2002). Essas células parecem ter um papel controverso na imunidade tumoral. Eles
podem ter acao positiva ou negativa no sistema imune (ELGERT et al., 1998). Embora
suas acoes antitumorais estejam amplamente documentadas (ADAMS & HAMILTON,
1984; VAN RAVENSWAAY CLAASEN et al., 1992; GORDON et al., 1995), macréfagos
imunorregulatérios podem inibir as respostas de células T e alterar suas fungdes
tumoricidas, quando associados a tumores (ALLEVA et al., 1994). ELGERT et al. (1998)
verificaram que os tumores tém a capacidade de produzir citocinas e substancias pro6 e
anti-inflamatérias que subvertem os macroéfagos, funcionando como mecanismos de
evasao dos tumores.

No presente trabalho, os macréfagos foram encontrados em pequena quantidade
nos trés tumores mamarios malignos, ndo havendo diferenga significativa entre eles.
Em alguns casos essas células estavam ausentes no infiltrado inflamatério. Estes
resultados coincidem com os achados de CHANDLER & YANG (1981), que observaram
um pequeno numero de macréfagos no infiltrado inflamatoério de TVT. Entretanto, nao
se pode afirmar que essas células realmente estejam quase ausentes nos tumores
mamarios caninos, novos estudos utilizando outros marcadores de macréfagos séo
necessarios para confirmar este achado.

Para finalizar esta discussao pode-se dizer que as causas das falhas na intengcao
por parte do hospedeiro de conter as neoplasias sdo desconhecidas até o momento,
entretanto é possivel que em um futuro ndo muito distante as investigacdes sobre a
secrecdo e atividades dos diferentes tipos de citocinas que modulam a resposta
imunitaria local, bem como a fungédo e acao das células regulatérias no tumor possam
esclarecer de certa forma, onde e porque ha essa falha do sistema imunitario do

hospedeiro.



VI. CONCLUSAO

Pode-se concluir que:

O método de imuno-histoquimica mostrou-se adequado para a caracterizagcdo do

infiltrado inflamatorio e também para a avaliacdo dos marcadores de prognéstico;

A imunomarcacgao de receptores hormonais diminui com a malignidade;

Houve correlacdo entre o indice de proliferacao celular e mutagdo no carcinoma

s6lido e tubulopapilar € menor infiltrado de T CD4 e T CD8;

Houve correlagao negativa entre o p53 e o ki-67 e o0s receptores de progesterona e
estrégeno;

Houve maior concentragdo de MHC Il no carcinossarcoma, podendo indicar um

mecanismo de evasao celular;

Houve maior concentracao de IL-2 e Ki-67 no carcinoma sélido podendo-se associar

essa citocina com a proliferagao celular;

Houve associacdo entre TGF-B e a presencga de linfocitos B nos tipos tumorais
carcinoma sélido e tubulopapilar, caracterizando evasao imune;
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