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CELULAS T REGULADORAS EM CAES COM LINFOMA MULTICENTRICO:
QUANTIFICACAO, EM SANGUE PERIFERICO, NO MOMENTO DO DIAGNOSTICO
E APOS A ETAPA INICIAL DO TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO

O linfoma é a neoplasia hematopoiética mais comum nos caes e uma das mais
frequentes, dentre todas as neoplasias, nesta espécie. Apresenta-se em diversas
localizacbes anatbmicas e pode apresentar classificacdes histolégicas e
imunofenotipos distintos. Dependendo da resposta imune do paciente frente a
instalagdo de um tumor, algumas informacdes sobre o prognéstico podem ser obtidas.
Atualmente, as células T reguladoras (Tregs) vém sendo estudadas em algumas
neoplasias caninas, por seu comprovado potencial imunossupressor, principalmente
por inibir a resposta antitumoral. Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivos quantificar, por citometria de fluxo, as células Tregs em sangue periférico de
cées com linfoma multicéntrico de imunofendétipos B e T, respectivamente 14 e 8 caes,
no momento do diagndstico e apds o primeiro ciclo de quimioterapia antineoplésica
com o protocolo Madison-Wisconsin (MW) de 19 semanas adaptado, e comparar com
cées saudaveis (n=10), buscando quantifica-las em caes com linfoma de diferentes
imunofendtipos antes e apos a 52 semana do protocolo MW. Os resultados mostraram
que caes com linfoma apresentaram uma porcentagem significativamente maior de
Tregs (18,84+2,56) quando comparada aos caes sem neoplasia (4,70+0,50) (p<0,01).
Além disso, apos a 52 semana de tratamento houve uma significante redugcdo da
populacdo de Tregs (7,54+1,08), atingindo valores semelhantes a dos caes controle
(4,70+0,50) (p>0,05). Nao houve diferenca nas Tregs em relagdo aos imunofenotipos
B (17,45+2,77) e T (21,2745,27) (p>0,05). Concluiu-se que o linfoma em caes leva a
um aumento de células Tregs e que o tratamento com o protocolo quimioterapico MW
reduz significativamente as células Tregs em sangue periférico, atingindo valores
proximos aos dos caes saudaveis.

Palavras-chave: caes; linfoma multicéntrico, citometria de fluxo; células T reguladoras



REGULATORY T CELLS IN DOGS WITH MULTICENTRIC LYMPHOMA:
PERIPHERAL BLOOD QUANTIFICATION AT DIAGNOSIS AND AFTER THE INITIAL
STAGE CHEMOTHERAPY

Lymphoma is the most common hematopoietic malignancy in dogs and one of the most
frequent among all neoplastic diseases in this species. It can occur in several
anatomical locations with distinct histological and immunophenotypes. Depending on
the host immune response towards the tumor, prognosis information could be collected.
Because its well established immunosuppressant, antitumor activity, the function of
regulatory T cells (Tregs) in canine neoplasias has been investigated. In this study, we
sought to quantify, using flow cytometry, the Tregs subpopulation in peripheral blood of
healthy dogs (10) and in those diagnosed with type-B (14) and type-T (8) multicentric
lymphoma before (at diagnosis) and after the first cycle (5-week) of 19-week Madison-
Wisconsin (MW) protocol of chemotherapy. Our results indicated that dogs with
lymphoma showed higher percentage of Tregs (18,84+2,56) when compared to healthy
dogs (4,70+0,50) (p<0,01). In addition, 5-week chemotherapy treatment reduced the
Tregs subpopulation (7,54+1,08) to levels similar to control (4,70+0,50) (p>0,05). There
was no difference in Tregs percentage between B-type (17,45+2,77) and T-type
(21,27+5,27) lymphoma (p>0,05). With this, we conclude that canine lymphoma
increases Tregs in the peripheral blood and the MW protocol of chemotherapy reduces
this cell subpopulation to control values.

Key-words: dogs; multicentric lymphoma; flow cytometry, regulatory T cells.



1. INTRODUCAO

As células T reguladoras (Tregs) compdem uma subpopulacdo de linfécitos T
com propriedades imunossupressoras, extremamente Uteis para impedir uma resposta
de autoimunidade. Elas induzem a supressao das células T efetoras, blogueando a
ativacdo e a funcao destes linfécitos, acarretando, por fim, no comprometimento da
resposta imune. Contudo, também podem interferir nas respostas imunes consideradas
benéficas, principalmente na imunidade antitumoral, inibindo a atuagc&do das células T

CD8", consideradas fundamentais na eliminacdo das células tumorais.

A participagdo das Tregs em alguns tumores caninos (carcinomas, sarcomas,
melanoma, osteossarcoma) vem sendo explorada nos ultimos anos. Com relagao ao
linfoma, a principal neoplasia hematopoitéica e uma das mais frequentes dentre todos
os tumores de caes, poucos estudos encontram-se disponiveis. O mais recente
(MITCHELL et al., 2012) concluiu que a predominancia de Tregs em caes linfomatosos
prejudica a proliferacdo de células T efetoras antitumorais, como as CD4" e CD8",
acarretando em pior prognéstico para os pacientes.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo quantificar as Tregs em céaes
com linfoma multicéntrico, de imunofenétipos B e T, antes e apds o primeiro ciclo do
tratamento quimioterapico, correlacionando-as com as subpopula¢des de linfécitos T

CD4" e CD8", visando compreender a papel das Tregs no linfoma canino.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Linfoma canino

Linfoma é uma neoplasia caracterizada por proliferacao clonal de linfocitos
malignos, com origem na medula 6ssea, timo, baco, figado e linfonodos. A neoplasia
pode se desenvolver em praticamente qualquer 6rgao, pela continua migragdo dos
linfécitos pelos diferentes tecidos do organismo (TESKE, 1994; FIGUERA et al., 2002;
VAIL; YOUNG, 2007; DALECK et al., 2008). Trata-se de uma das neoplasias malignas
mais comuns em caes representando de 8,5 a 9% de todos os tumores caninos
(DOBSON et al., 2001). Em um levantamento realizado em 2002, nos Estados Unidos,
da populagéao total estimada de 60,7 milhdes de caes, encontrou-se uma variagdo de
3342 a 18210 casos de linfoma naquele ano (MORRISON, 2004).

Aparentemente, ndo ha predisposicao sexual (TESKE, 1994) e os animais
adultos a idosos sdo os mais acometidos. A literatura americana aponta o Boxer,
Rottweiler, Poodle, Chow-chow, Beagle, Basset hound, Pastor alemao, Sao Bernardo,
Scottish terrier, Airedale terrier e Bulldog como as ragas que apresentam maior
incidéncia (MORRISON, 2002; VAIL;YOUNG, 2007).

No Brasil, poucos sao os levantamentos feitos sobre a ocorréncia de linfoma em
caes. Fraguas (2008) registrou, entre 2003 e 2006, no Hospital Veterinario da FCAV
UNESP/Jaboticabal, 108 caes acometidos, com predominancia de caes sem raca
definida (SRD), adultos jovens, sem predilecdo entre o0s sexos. Resultados
semelhantes também foram obtidos em estudos retrospectivos de caes com linfoma
realizados na regiao de Botucatu — SP (CARDOSO et al., 2002) e na regidao norte do
Parana (MORENO; BRACARENSE, 2007).

Embora a precisa etiologia do linfoma canino ndo seja conhecida, acredita-se
que fatores genéticos, ambientais, imunoldgicos, toxicos e infecciosos possam ter
importancia (TESKE, 1994; MORRISON, 2002; VAIL; YOUNG, 2007). Estudos sobre

os linfomas em cées relacionam sua ocorréncia a disfungdes imunes. Aparentemente,



a imunossupressao predispde ao estabelecimento e manutencdo da malignidade. Além
disso, a proliferacédo celular causada por qualquer agente infeccioso pode aumentar o
risco da transformacgao neoplésica (BRUNKER; HOOVER, 2007).

O linfoma pode se apresentar em diferentes localiza¢gdes anatdomicas, recebendo
a classificacao de multicéntrico, mediastinal ou timico, alimentar, cutdneo e extranodal
(FIGUERA et al., 2002). Cerca de 80% dos caes desenvolvem a forma multicéntrica,
que € caracterizada pelo aumento dos linfonodos, inicialmente submandibulares, pré-
escapulares e axilares, progredindo para linfadenomegalia generalizada,
acompanhados de desconforto, apatia, febre, hiporexia e anorexia e, muitas vezes,
efusdo toracica e ascite (MORENO; BRACARENSE, 2007).

Animais com linfoma mediastinal podem apresentar a sindrome da veia cava
cranial e alteragdes respiratérias conseqlentes a efusdo pleural ou a formacgéo
neoplasica no mediastino. Caes com linfoma alimentar costumam apresentar hiporexia
a anorexia, emese, diarréia e perda de peso, além de desconforto abdominal (DALECK
et al, 2008). Os sinais clinicos do linfoma cutdneo sdo variaveis, incluindo eritema e
descamacéao, despigmentacao e alopecia, além da formacdo de placas, nddulos e
ulceracdes locais (SANTORO et al., 2007). Nos linfomas extranodais, a apresentacao

clinica varia conforme o 6rgéo afetado (FIGUERA et al., 2002).

A avaliagdo citolégica de aspirado por agulha fina é um método confiavel e
comumente utilizado para o diagnéstico do linfoma canino (DICKINSON, 2008).
Contudo, deve-se efetuar a biopsia incisional ou excisional do tecido comprometido
para avaliagdo e classificacdo histopatotdégica (MORRISON, 2004; VAIL; YOUNG,
2007).

A poliquimioterapia é a modalidade terapéutica mais utilizada e eficaz no
tratamento de caes com linfoma e pode ser acompanhada de cirurgia, que traz bons
resultados apenas nos estadios iniciais ou para nodulos isolados. A radioterapia é
indicada somente em situacbes criticas, no tratamento de noédulos isolados, em

associagao ou ndo a quimioterapia antineoplasica, quando se deseja rapida redugéo do



tamanho tumoral ou em casos de linfoma resistente a quimioterapia (DALECK et al.,
2008).

Protocolos quimioterapicos combinando ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina
e prednisona séo considerados os de escolha para o tratamento do linfoma canino. Ha
muitas variagbes nas combinagdes dos farmacos resultando em tempo livre de doenga
e de sobrevida semelhantes. Essas variagbes vao de diferengas na ordem de
administracao dos farmacos, adicdo de L-asparaginase ou metotrexato ao protocolo,
alteragdes minimas nas doses e aumento ou redugcdo na duracdo do tempo de
quimioterapia (CHUN et al., 2000; GARRETT et al., 2002; CHUN, 2009; MARCONATO,
2010).

O protocolo UW-19 € uma versdo condensada do protocolo da Universidade de
Wisconsin-Madison (HOSOYA et al., 2007), capaz de proporcionar uma sobrevida
média de 1 a 2 anos. Inclui a utilizacdo de L-asparaginase, vincristina, ciclofosfamida,
doxorrubicina e prednisona. A utilizacdo da L-asparaginase nao altera a resposta ao
tratamento e o tempo de sobrevida, podendo ser utilizada no inicio do protocolo ou
posteriormente, como terapia de resgate, ficando essa decisdo a critério do médico
veterinario (DALECK et al., 2008). Os linfomas frequentemente recidivam apds uma
boa resposta inicial a quimioterapia e se tornam resistentes a um amplo espectro de
antineoplasicos (GERARDI, 2008).

O prognostico do linfoma canino varia e depende de um numero de fatores, tais
como: da localizacdo e extensdo da doenca, gravidade dos sinais clinicos, grau
histolégico, imunofenétipo, exposicdo prévia a quimioterapia ou a corticoides, o
desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas, do indice de proliferagao do tumor e
da presenca de comorbidades, ou condi¢des paraneoplasicas. Embora o linfoma
canino seja raramente curavel (menos que 10% dos casos), em grande parte dos
animais o tratamento resulta em longo tempo livre de progressdo da doenga, com boa
qualidade de vida (VAIL; YOUNG, 2007).



2.2. Células T Reguladoras (Tregs)

A analise histolégica de tumores extraidos de seres humanos e animais
demonstrou graus variados de infiltrados de células do sistema imune, sugerindo o
recrutamento destas células em resposta a proliferacdo neoplasica. Esta resposta
imunologica € mediada por macrofagos, células natural killer (NK), células dendriticas,
linfécitos T e, ocasionalmente, linfécitos B, promovendo rejeicdo e destruicdo das
células tumorais. O principal mecanismo imunolégico que contribui para tal se da por
meio do reconhecimento de antigenos tumorais via complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe | pelos linfécitos T CD8" citotéxicos, capazes de
eliminar as células tumorais. Os linfécitos T CD4" também sdo importantes na
imunidade antitumoral, atuando na liberagdo de citocinas (sinais auxiliares) para
geracdo e ativacdo das células T CD8" (ABBAS; LICHTMAN, 2008; WHITESIDE,
2008).

Embora o sistema imune tenha o potencial de reconhecer antigenos associados
ao tumor e dirigir uma resposta citotoxica efetiva, esta resposta muitas vezes falha em
prevenir o crescimento local e a disseminacao das células neoplasicas. A descoberta
de uma subpopulacdo de células T “supressora” surgiu na década de 70, todavia,
devido a falta de técnicas moleculares e celulares para provar sua existéncia, somente
em 1995 foi descrita uma populacado de célula T CD4*CD25" com potente atividade

supressora, caracterizadas como células T reguladoras (SAKAGUCHI et al., 1995).

Células T reguladoras (Tregs) sé@o alvos de intensas pesquisas sobre sua funcéo
nas respostas imunes fisiologicas e sua participacdo em diversas enfermidades
infecciosas, alérgicas, neoplasicas, auto-imunes e na imunologia dos transplantes
(COOLS et al.,, 2007). Uma das primeiras citacbes sobre as Tregs foi feita por
Sakaguchi et al. (1995). Esses autores as descreveram como linfécitos T CD4" que
expressavam constitutivamente a cadeia a do receptor da interleucina (IL) 2 (CD25) e
eram responsaveis pela supressdo do desenvolvimento de doengas auto-imunes em
camundongos. Anos mais tarde, o0 mesmo grupo de pesquisadores verificou que essas
células T CD4'CD25" representavam aproximadamente 10% das células CD4"
periféricas em individuos saudaveis (SAKAGUCHI et al., 2005). Com o avancgo das



pesquisas foram detectados outros marcadores expressos pelas Tregs, como CTLA-4
(cytotoxic T lymphocyte antigen 4), GITR (glucocorticoid-induced TNF-receptor-related
protein), CD103, CD45R0O, CD73 e CD39, entre outros (AKBAR et al., 2007; DEAGLIO
et al., 2007).

Do ponto de vista molecular, demonstrou-se que o fator de transcricao Foxp3 é
predominantemente expresso nas Tregs timicas e periféricas. Além disto, células T
naive transfectadas com o mRNA para o gene Foxp3 adquirem caracteristicas de
células reguladoras tornando-se anérgicas e supressoras in vitro, além da expressao
fenotipica e produgéo de citocinas e outras moléculas relacionadas as Tregs. Desta
forma, o Foxp3 € considerado um gene de grande importancia no desenvolvimento e
na funcdo destas ceélulas (SAKAGUCHI, 2005; CRUVINEL et al., 2008; KNUEPPEL et
al.,, 2011; BENOIST; MATHIS, 2012). Embora o Foxp3 seja transitoriamente expresso
em algumas células T humanas ativadas, ele tornou-se o melhor marcador proteico
com o qual se identificam as Tregs. Em cées, tais Tregs foram caracterizadas utilizando
anticorpos especificos anti-CD4 canino e Foxp3 murino (BILLER et al., 2007; KEPPEL
et al., 2008; BANHAM et al., 2009; HORIUCHI et al., 2009 ; O'NEILL et al., 2009).

As Tregs podem ser classificadas em naturais ou induzidas. As naturais
constituem uma populacdo homogénea de células derivadas do timo, que necessita de
ativacao via TCR (receptor de célula T) para se tornar supressora (PICCIRILLO et al.,
2002). Sao células relacionadas com a manutencdo da auto tolerdncia e de grande
importancia para manutencdo da homeostase do sistema imunitario (BAECHER-
ALLAN et al., 2001). Contudo, as fungdes dessas células ndo ocorrem de maneira
antigeno-especifica (DIECKMANN et al., 2002). As induzidas diferenciam-se na
periferia a partir de células T CD4" convencionais, apés a exposicdo a sinais de
citocinas reguladoras (IL-10 e TGF-B), conhecidas inicialmente como Tr1 e Th3,
respectivamente, ou a células apresentadoras de antigenos (APCs) (BELKAID, 2007).
Cabe ressaltar que IL-10 e TGF-B podem ser produzidos por componentes do tumor,
promovendo a expansao e/ou conversao de células T em Tregs no microambiente
tumoral (SAVAGE et al., 2012).



As fungbes desempenhadas pelas Tregs acontecem por meio de contato célula-
célula ou por liberagdo de fatores soluveis (SAKAGUCHI, 2007). A interacdo da
molécula CTLA-4 (do inglés, cytotoxic T lymphocyte antigen 4) (presente nas Tregs)
com seu ligante nas APCs (CD80 e CD86) leva a produgéo da enzima indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO), promovendo a degradacdo do triptofano e liberando produtos
toxicos, refletindo em anergia ou apoptose das células efetoras (FALLARINO et al.,
2003). A ativacdo das Tregs também resulta em liberacdo de granzima/perforina,
levando a apoptose celular (CAO et al., 2007). A expressao das endonucleotidases
CD39 e CD73 promove a geragao de adenosina, culminando em inibi¢ao funcional das
células dendriticas assim como de células T ativadas (BOPP et al., 2007).

As Tregs também apresentam a capacidade de produzir e induzir citocinas
supressoras como IL-10, TGF-B e IL-35, inibindo a ativacao de células T e suprimindo a
funcdo das APCs (BENOIST; MATHIS, 2012). Outra forma de atuagcao das Tregs seria
via competicdo por fatores de crescimento, como a IL-2. Isto levaria a apoptose das
células efetoras por privacdo de citocinas promotoras de crescimento (SOJKA et al.,
2008).

Em humanos ha evidéncias que as Tregs regulam de maneira negativa a fungao
efetora contra tumores, resultando na disfuncao de células T efetoras (KARUBE et al.,
2004; GARATE et al., 2009), o que parece também ocorrer nos cdes (HORIUCHI et al.,
2009). Biller et al. (2007), utilizaram a expressado de Foxp3 para identificar Tregs em
caes saudaveis e com cancer. Os autores verificaram um numero de Tregs
significativamente maior no sangue periférico de cdes com neoplasia. Além deste
achado, observaram que quanto mais maligno o tumor, maior o numero de células
Treg. Adicionalmente, essas células acumulavam-se, preferencialmente, em linfonodos

drenantes dos tumores.

De modo semelhante, O’Neill et al. (2009) observaram aumento significativo das
Tregs em cdes com cancer quando comparados aos caes saudaveis. Também
observaram que 0os maiores aumentos, em porcentagem, das Tregs ocorreram em
cdes com carcinoma, quando comparados com aqueles com sarcoma, linfoma e

mastocitoma. Os autores sugerem que o aumento na porcentagem de Treg nos caes



com carcinoma poderia indicar que este grupo celular estava, de fato, aumentado
relativamente as celulas T CD4" efetoras. Os pesquisadores acreditam que a
diminuigdo significativa no nimero total de linfécitos T CD4" nos caes com carcinoma,

quando comparados com os sadios seria responsavel por esta resposta.

Horiuchi et al. (2009) detectaram aumento significativo na porcentagem de Tregs
no sangue periférico de caes portadores de neoplasia com metastase em comparacao
ao grupo nao metastatico. Além disso, a porcentagem dessas células T foi maior nos
pacientes com tumores em estagios mais avancados, sugerindo que as Tregs
promovem imunotolerancia das células tumorais por suprimirem a resposta de células
T helper (Th) do tipo 1, ou seja, produtoras de IFN-y, o que poderia favorecer a

presenca de metastases.

Avaliando o papel do infiltrado inflamatério no linfoma Hodgkin humano classico
via expressao dos fatores de transcricdo Foxp3 (Tregs), T-bet (células Th1) e c-Maf
(células Th2), Schreck et al. (2009) observaram que o microambiente tumoral fora
composto, basicamente, por células Th2 e por Tregs. Contrariando o postulado de que
as células Th2 poderiam contribuir para o crescimento tumoral, nimeros elevados
dessas células foram associados com signicativo aumento no tempo livre de doenca
dos pacientes. Adicionalmente, a razdo Treg/Th2 alta resultou em uma resposta
contraria sugerindo que as Tregs exerceram efeitos inibitérios na resposta imune
antitumoral mediada por células Th2 e que estas Uultimas podem ter particular

importancia na imunidade antitumoral.

Tominaga et al. (2010) observaram que cdes com melanoma em cavidade oral
apresentavam maior porcentagem de Treg no sangue periférico que 0s animais
controle, e uma porcentagem ainda maior de Treg no sitio tumoral, quando comparada
com a do sangue periférico dos mesmos caes com cancer. Estes achados os levaram a
sugerir que as células tumorais poderiam induzir a proliferacdo local ou a migracao
seletiva de Treg para o sitio da neoplasia, via sinalizacao por TGF-B ou prostaglandina
E2.



Pesquisas realizadas em pacientes humanos com cancer demonstraram uma
associagao entre o grau de infiltragcdo de Treg nos tumores e a supressado da resposta
de células CD8" (SATO et al., 2005). Em mulheres com cancer de mama avancgado foi
identificada alta expressao de Foxp3 em linfonodos sentinelas, achado que corrobora

os estudos feitos com outros tipos de neoplasias (MANDSFIELD et al., 2009).

Em caes com cancer, foi observado, que quanto maior a razdo Treg/CD8" em
sangue periférico, pior o prognostico desses animais, possivelmente por reducao nas
células CD8" em relagdo ao aumento das Tregs, favorecendo a imunossupressao
(ONEILL et al., 2009). Biller et al. (2010), avaliando caes portadores de
osteossarcoma, relataram que animais com baixa proporgdo CD8"/Treg pré-tratamento
apresentaram menor tempo de sobrevida quando comparados com animais com
proporgdes mais elevadas. Resultados semelhantes foram obtidos em pacientes
humanos portadores de cancer géastrico e alta proporcdo Treg/CD4*, os quais
apresentavam menor tempo de sobrevida e maior indice de recidiva do tumor (KIM et
al., 2011).

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

animais.

Portanto, torna-se importante o estudo das células T reguladoras no linfoma
canino, procurando entender a participacdo deste tipo celular frente a relagéao
hospedeiro-tumor, vislumbrando, futuramente, formas de terapias mais especificas

para esta neoplasia bastante comum nos caes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Pretendeu-se, com este estudo quantificar as células T reguladoras em sangue
periférico de cdes com linfoma multicéntrico de imunofendtipos B e T, no momento do
diagndstico e apds o primeiro ciclo de quimioterapia antineoplasica (52 semana) com o
protocolo Madison-Wisconsin (UW-19).

3.2. Objetivos especificos

Comparar o numero de células T reguladoras entre caes sadios e caes com
linfoma multicéntrico;

Avaliar se os imunofenoétipos B e T dos linfomas tem relacdo com o numero de

células T reguladoras;

Avaliar o efeito da quimioterapia antineoplasica sobre o nimero de células T
reguladoras ap6s o seu primeiro ciclo (5% semana), comparativamente as contagens

iniciais;

Avaliar se a relagdo Treg/CD8" pode ser utilizada como um marcador de

resposta clinica ao tratamento quimioterapico.
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4. MATERIAL E METODOS

O protocolo deste experimento foi analisado e aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP,
Campus de Jaboticabal, sob o numero 018606/12.

4.1. Animais

Fizeram parte deste estudo 22 caes, machos ou fémeas, de diferentes racas,
pesos e idades, atendidos no Servico de Oncologia Veterinaria do Hospital Veterinario
da FCAV/Unesp Jaboticabal e no Centro Avangado em Veterinaria, Ribeirdo Preto, com
diagnéstico de linfoma (por citologia e confirmado por histopatologia) multicéntrico
(grupo linfoma - GL). Dez animais saudaveis, também machos ou fémeas, de
diferentes ragas, pesos e idades, compuseram o grupo controle (GC)'. Exame fisico
completo e exames laboratoriais (hemograma, ALT, creatinina, proteina total e
albumina) foram realizados para se comprovar o estado de saude dos animais do GC
(momento unico) e do GL; estes ultimos no momento do diagnostico e semanalmente,
antes das sessbGes de quimioterapia e ao final da 5% semana, limite do tempo
experimental. A participacdo de todos os cées deste estudo teve anuéncia de seus

proprietarios.

4.2. Classificacao histologica e imunofenotipagem dos linfomas

O diagnéstico presuntivo de linfoma multicéntrico foi estabelecido mediante
exame citolégico de amostras obtidas por puncao aspirativa do linfonodo acometido. A
seguir foi realizada biépsia excisional do mesmo linfonodo e o material fixado em
solugdo de formol a 10% tamponado (pH 7,6). Apds o processamento histolégico de
rotina, o diagndstico foi confirmado por exame histopatolégico realizado no Laboratério
VetPat, sob responsabilidade do Prof. Dr. Felipe A. Ruiz Sueiro que adota os critérios

1 . . . ~ .
Dados pertencentes aos animais controle como idade, sexo e raga, encontram-se no Apéndice A.
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da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (SUEIRO et al., 2004). A imunofenotipagem
foi realizada no Laboratério de Imuno-histoquimica do Servico de Patologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) UNESP/Botucatu, sob
responsabilidade da Profa. Dra. Renée Laufer Amorim. Foram selecionados 14

linfomas de imunofenétipo B (GLB)? e 8 de imunofendtipo T (GLT)®.

4.2.1. Anticorpos da reacao imuno-histoquimica

A caracterizagdo do tipo celular predominante nos linfomas foi investigada,
empregando-se para isso 0s anticorpos primarios marcadores de linfocitos T (CD3) e
de linfécitos B (CD79a), ambos contra antigenos humanos, produzidos pela DAKO®
(Quadro 1).

Quadro 1 - Anticorpos empregados nas reacdes imuno-histoquimicas em linfomas
caninos, em cortes parafinados, com o0s respectivos clones, diluicdes e

procedéncias.
Anticorpos Clones Diluicoes | Conservacao
do tecido
CD3* (LinfocitosT) F.7.2.38 1/100 Parafinado
CD790** (Linfocitos B) HM57 1/20 Parafinado

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

4.2.2. Técnica da reacao imuno-histoquimica

? Dados referentes aos animais do GLB como idade, sexo, raga, tipo histoldgico do tumor e estadiamento da
doenga segundo a OMS encontram-se no Apéndice B.

* Dados referentes aos animais do GLB como idade, sexo, raga, tipo histolégico do tumor e estadiamento da
doenca segundo a OMS encontram-se no Apéndice C.
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O método de imuno-histoquimica empregado foi pelo polimero horseradish
peroxidase (HRP) e 3,3’ diaminobenzidine tetrachloride (DAB). Resumidamente, os
cortes de tecido (4u) foram distendidos em laminas carregadas e permaneceram em
estufa a 57 °C por 24 horas e, posteriormente, foram desparafinizados com xilol e re-

hidratados em alcool etilico em concentragdes decrescentes.

Na sequéncia, foi realizada a recuperacao antigénica pelo calor, utilizando uma
solucdo de citrato pH 6,0 em panela de pressao (Pascal®; Dako, Carpinteria, CA, USA)
por 30 segundos a, 128°C, aproximadamente. Apds essa etapa, ao atingirem a
temperatura ambiente, as laminas contendo os cortes foram lavadas em &gua
deionizada. A seguir foram incubadas em dois banhos de 10 minutos cada em perdxido
de hidrogéneo 3% (10V) para o bloqueio da peroxidase enddgena e entdo lavadas em
agua deionizada por cinco minutos. O bloqueio de proteinas inespecificas foi conduzido
com solucédo bloqueadora de reacao inespecifica (protein block serum-free — catalogo
n°® X0909 — DAKO Corp.).

As laminas contendo os cortes foram incubadas com o anticorpo primario na
diluicdo padronizada (Quadro 1) e, entdo, incubados a 4°C overnight (18 horas).
Depois, foram novamente lavados em solucao tampéao de TRIS (Tris-HCI - 0,05M, NaCl
- 0,15M; pH=7,6). Em seguida foram incubadas com polimero Envision (Dako,
Carpinteria, CA, USA) e posteriormente lavadas com TRIS por trés vezes. A coloracéo
foi obtida utilizando-se o DAB (DakoCytomation, Carpinteria, USA) e a contracoloragao
pela hematoxilina Harrys, seguida da desidratacdo em concentracdes crescentes de

alcool e xilol. As laminas foram montadas com resina e laminula.

Linfonodos de caes higidos foram empregados como controle negativo, além de
amostras de linfoma. Ambos receberam tratamento com o Universal Negative Control
Mouse (Dako® N1698-1). Os mesmos linfonodos foram também empregados como
controle positivo das reacbes. Fotomicrografias representativas da positividade e
negatividade das reagdes com os anticorpos anti-CD3 e anti-CD79 encontram-se no
Apéndice D.
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4.3. Protocolo quimioterapico e avaliacao dos animais

Antes do inicio da quimioterapia, os animais com linfoma foram avaliados
clinicamente, quando também foi realizado o estadiamento do tumor, obedecendo as
normas estabelecidas pela OMS (Apéndice E). Também, neste momento, 15 mL de
sangue foram obtidos por venipungdo jugular e armazenadas em tubos a vacuo
heparinizados para realizacdo de hemograma e bioquimica sérica (5 mL), conforme
protocolo adotado pelo servico de Oncologia Veterinaria do referido Hospital € 10 mL

para separacao de leucécitos, para citometria de fluxo.

Apébs a confirmacéo histopatolégica do diagndstico de linfoma, os cées foram
submetidos ao protocolo quimioterapico de Madison-Wisconsin de 19 semanas
adaptado (UW-19) (HOSOYA et al., 2007; CHUN et al., 2009) (Quadro 2). Antes de
cada sessado de quimioterapia, sangue dos animais foi colhido para repeticdo dos
exames laboratoriais, como ja descrito. A separagao de leucécitos para citometria de
fluxo foi repetida no grupo linfoma apenas ap6s a 5% semana de tratamento. Nos
retornos semanais e ao termino de periodo experimental (52 semana de tratamento),
baseando-se na avaliagao clinica e tamanho do tumor, a resposta ao tratamento era
classificada em remissdo completa, remissdo parcial, doenca estavel e doenga em

progressao (Apéndice F).

Quadro 2: Protocolo quimioterapico de UW-19 adotado para os animais do grupo GL.

Semanas

Uw-19 112(3|4|5(6|7|8|9|10| 11|12 |13 |14 15|16 |17 |18 |19
L-asparaginase
(400 Ul/kg, IM)*
Vincristina ° ° ° ° ° ° ° °
(0,75 mg/m?, IV)
Ciclofosfamida ° ° ° °
(200 mg/m?, VO)
Doxorrubicina ° ° ° °
(30 mg/m?, 1V)
Prednisona** oo |e|e
*L-asparaginase nao foi utilizada antes da 52 semana; seu uso variou de acordo com a disponibilidade do

farmaco e a condigao financeira de cada proprietario; ** 2 mg/kg, VO, g24h, 7 dias; 1,5 mg/kg, VO, g24h,
7 dias; 1 mg/kg, VO, g24h, 7 dias; 0,5 mg/kg, VO, g24h, 7 dias.
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4.4. Quantificacao das subpopulacoes de células T, no sangue periférico, por
citometria de fluxo

As células mononucleares foram isoladas a partir de 10 mL de sangue,
coletados em tubos heparinizados (descrito no item 3.3). A seguir, 0 sangue coletado
foi diluido (v:iv) em PBS estéril (NaCl - 137mM, KCI - 2,7mM, NasHPO,4 - 8,1mM e
KH.PO, -1,5mM; pH=7,2) e separado em gradiente de Ficoll-Paque PLUS (GE®). Apés
centrifugacao a 1500 rpm por 30 minutos, o anel de células mononucleares foi coletado
e ressuspenso em PBS e centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos. Descartado o
sobrenadante, o anel de leucécitos foi ressuspenso em 2mL de tampao de lise para
heméacias ACK (NH4CI - 0,15mM, KHCO3; - 10mM, EDTA - 0,1mM; pH=7,3), por 5
minutos, e novamente centrifugado. As células foram lavadas, ressuspensas em 1mL
de PBS e posteriormente contadas em camara de Neubauer. Antes da incubacéo, por
meia hora, com os anticorpos de superficie e intracelular, acrescentava-se, por tubo,
5uL de soro autélogo para bloqueio de reagdes inespecificas, incubando-se por 40

minutos.

As células mononucleares em suspensao foram identificadas e quantificadas pelo
tamanho, granulosidade e intensidade de fluorescéncia, em citbmetro de fluxo,
empregando-se antigenos de identificagdo de células PanT, CD4", CD8" e deteccao
intracelular de Foxp3* (Quadro 3). Ap6s a lavagem das células pés-marcagédo, 100uL
da solugdo PBS-formol eram adicionados. 1x10° células foram utilizadas para as

marcacdes de superficie e 2x10° células para marcacio intracelular.

Seis tubos foram obtidos por animal: tubo 1 — somente células sem marcacéo;
tubo 2 — células marcadas com os isotipos controles; tubo 3 — células marcadas com os
anticorpos CD4 FITC, CD8 PE e PanT APC; tubo 4 — somente células sem marcacao;
tubo 5 - células marcadas com os isotipos controles; tubo 6 — células marcadas com os
anticorpos CD4 FITC, PanT APC e Foxp3 PE. As células dos tubos 4, 5 e 6 passaram
pelo processo de permeabilizacdo de membrana, utilizando-se solugbes de
permeabilizacdo/fixacdo e de permeabilizagdo (eBioscience®, cat 00-5223 e cat 00-

8333, respectivamente).
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Quadro 3: Anticorpos empregados na técnica de citometria de fluxo, com seus

respectivos fluorocromos e volumes.

Anticorpo Clone Volume
Rat anti dog CD4 FITC Serotec® | YKIX302.9 1uL

Rat anti dog CD8 PE Serotec® YCATES5.9 1uL
Anti  mouse/rat FOXP3 PE | FJK-16s 2uL
eBioscience®

Mouse anti dog PanT APC BD® LSM 8.358 1uL

Os estudos citofluorométricos foram realizados num prazo maximo de 24 horas
apos a coleta do sangue. As preparacdes celulares foram adquiridas em FACSCanto Il
(BD®), no Laboratério de Imunoparasitologia, de responsabilidade do Prof. Dr. Jodo
Santana da Silva, na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP. No mimino
cinquenta mil eventos na gate de linfocitos foram coletados por tubo e analisados no
programa FlowJo. Anticorpo anti-lgG2a de camundongo foi utilizado como anticorpo

isotipo controle para cada fluorocromo.

4.5. Analise estatistica dos resultados

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

5.1. Quantificacao das subpopulacoes de células T no sangue periférico
5.1.1. Animais do grupo controle X animais do grupo linfoma

Caes com linfoma apresentaram porcentagem significativamente maior de Tregs
(18,84+2,56), quando comparados aos cées sadios (4,70+0,50) (p<0,01). Todavia,
quando as subpopulacdes de células CD4" e CD8" foram avaliadas e comparadas
entre os caes do grupo controle (56,23+2,53; 26,33+2,63, respectivamente) e os caes
do grupo linfoma (48,22+3,06; 25,27+2,96, respectivamente), as porcentagens de
células CD4" (p=0,1) e CD8" (p=0,8) nao diferiram entre os dois grupos. As médias dos
grupos, juntamente com os erros padrao das médias, estdo apresentadas na Figura 1.
Valores individuais encontram-se nos Apéndices G (GLB) e H (GLT). Um fluxograma
representando a escolha das gates pode ser observado na Figura 2.

Embora no presente estudo ndo se evidenciou diferenca significativa nas
subpopulacdes de células CD4" e CD8" no grupo linfoma, quando comparado com o
grupo controle, este Ultimo apresentou médias maiores de CD4" e CD8" que os
primeiros. Dados semelhantes também foram encontrados por O’'Neill et al. (2009), que
avaliaram cédes com diversos tipos de neoplasias (sarcoma, carcinoma, linfoma e
mastocitoma), e por Mitchell et al. (2012), em caes com linfoma do tipo B. De maneira
oposta, outros trabalhos (WINNICKA et al., 2002; WALTER et al., 2006) registraram
esta diferenca entre cdes sadios e doentes, atribuindo-a a fatores relacionados ao
tumor e sugerindo haver situacdes de supressao ligadas ao cancer, sem, no entanto,
explicita-las (WINNICKA et al., 2002).

Alguns fatores podem interferir nesta analise e poderiam explicar essas
discrepancias de resultados. Inicialmente, a forma de expressar os resultados pode ser
um deles ja que quando os valores relativos de CD4* e CD8" foram transformados em
valores absolutos (em relacdo ao numero de linfécitos obtidos no hemograma), o
trabalho de Winnicka et al. (2002) ndo evidenciou diferenca entre essas populacdes.
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Outro fator seria analisar conjuntamente dados de diferentes tipos tumorais e de
diferentes gravidades, como feito por O’Neill et al. (2009). E, por ultimo, avaliar
pacientes de um tipo tumoral com varias classificagées histolégicas e imunofendétipos,

como o linfoma, também de uma mesma forma, numa mesma analise.
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Figura 1: Avaliacdo das subpopulacdes de linfécitos T CD4* (A), CD8" (B) e células T
reguladoras (Treg) (C) no sangue periférico de caes sadios (controle) e
portadores de linfoma (doente). Os resultados estdo apresentados como média
+ erro padrdao da média em porcentagem (%). Em A e em B foi utilizado o teste
t e em (C) foi utilizado o teste de Mann Whitney. * p < 0,01 quando comparado
ao grupo controle (n= 10 para o grupo controle e 22 para o grupo doente).

De fato, Winnicka et al. (2002) ndao determinaram o imunofenétipo do linfoma e
Mitchell et al. (2012) apenas incluiram os de imunofendétipo B. Obviamente, isso exigiria
um numero muito maior de animais em uma pesquisa, 0 que poderia inviabiliza-la.

Portanto, essas variagdes podem ser individuais e referentes ao tipo de tumor
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estudado, além de representar a gravidade da doenca. Respeitando essas limitacées, o
presente estudo considerou somente caes com linfoma de imunofenétipos B e T,
permitindo a comparacao entre esses grupos, garantindo assim maior homogeneidade

nos resultados.
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Figura 2: Fluxograma representativo das gates de linfocitos (A); a partir dela a gate de
linfécitos T CD4" (B) e, a partir desta, a gate de linfécitos CD4"Foxp3* (Treg)
(C) de um cao controle (painel superior) e um cdo com linfoma em MO
(paciente — TO, painel central) e em M5 (paciente — T5, painel inferior).
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Ao se avaliar a populacao de células Treg, nota-se que esta € aproximadamente
4 vezes maior no grupo linfoma, quando comparada ao controle. Tais resultados
condizem com os de outros estudos em cédes com cancer (BILLER et al., 2007;
HORIUCHI et al., 2009; O'NEILL et al., 2009; MITCHELL et al., 2012), comprovando

que essa subpopulagéo linfocitaria encontra-se aumentada nos casos de neoplasia.

Pesquisas mostram consideraveis evidéncias de que o microambiente tumoral
determina a expressao local de citocinas, como também a atividade das células ali
presentes. A complexa interdependéncia entre as células do cancer, o estroma tumoral
e as células hematopoiéticas infiltradas determinam o tipo de resposta imune local,
induzida, em parte, pelo padrdao de citocinas e quimiocinas reguladoras da inflamacéao
no local (TRINCHIERI, 2011). Macrofagos ativados infiltrados e linfocitos oriundos da
microcirculagdo sao as maiores fontes de citocinas pro-inflamatérias, fatores de
crescimento e fatores angiogénicos. A extensa infiltragdo de leucdcitos em tumores
sélidos é controlada, em parte, pela producgéo local de quimiocinas por células tumorais
€ essas quimiocinas, em conjunto com as citocinas e os fatores de crescimento
influenciam na sobrevivéncia das células tumorais e na neoangiogénese
(SCHOTTENFELD; BEEBE-DIMMER, 2006). No contexto especifico das Tregs, sabe-
se que além das quimiocinas favorecerem sua migracao para o microambiente tumoral,
outros fatores como citocinas imunossupressoras (TGF-B, IL-6) promovem a expansao
ou a conversao das células T convencionais em Tregs (ZOU, 2006).

Células CD4" orguestram a resposta imune adaptativa, frente ao padrdo de
citocinas secretadas. Dependendo de antigeno invasor (bactérias, fungos, células
tumorais, etc) IFN-y e IL-12 direcionam a resposta para o padrdo de células Th1; IL-4
para o padrdo Th2, TGF-B e IL-6 para Th17. Embora as células Treg sejam células
heterogéneas em suas fungdes, citocinas imunossupressoras (TGF-B, IL-6)
determinam sua funcdo supressora (LI; BOUSSIOTIS, 2011). Muitos aspectos da
funcédo das células Treg ainda estdo sob investigacdo e os resultados apresentados

sd&o, em sua maioria, de experimentos em humanos e animais de laboratério.

Em mulheres com cancer de mama invasivo, evidenciou-se uma elevada

expressado de TGF-B e IL-10 em tecido de tumor de mama. Ainda, encontrou-se uma
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correlacao positiva entre TGF-B e IL-10 e entre IL-10 e Foxp3, sugerindo que a
producdo de TGF- B no tumor favoreceria a diferenciacdo de Tregs produtoras de IL-
10, reforcando que a indugdo de Tregs produtoras dessas citocinas seria um dos
mecanismos de evasdo do tumor da resposta imune do hospedeiro. Também foi
mostrado um aumento da quimiocina CCL22 e uma correlagdo positiva entre a
expressado relativa de CCL22 e Foxp3 em tumor de mama, sendo este também um
mecanismo responsavel pelo recrutamento e acumulo de Tregs (BENEVIDES, 2012). A
caréncia de estudos em caes com doencas imunossupressoras, como o linfoma,
envolvendo a participagdo de citocinas e quimiocinas, reforca a necessidade de

maiores investigacoes.

Na literatura atual, poucos estudos abordam a questdo do que poderia levar ao
aumento das Tregs em caes com cancer. Estudos com linfécitos caninos mostraram
que um aumento na expressdao de mRNA de Foxp3 em linfocitos ativados ocorreu
quando estes foram colocados em cultivo com IL-2 e TGF-B. Esses resultados também
foram reforcados por aumentos simultdneos na expressdao de mRNA de IL-10 e TGF-
em células Tregs adequadamente ativadas (BILLER et al., 2007).

Em cdes com melanoma, uma explicacao plausivel para o aumento das Tregs
seria a expressao de TGF-f3, de ciclo-oxigenase-2 (COX2) e de prostaglandina E2 pelo
tumor, o que levaria a atragdo e proliferacdo local de células CD4"Foxp3*, além da
conversao in situ de células CD4+ em Tregs. Este trabalho também cita a importancia
de se estudar a participacao de CCL22 em tumores caninos (TOMINAGA et al., 2010),

justamente para se entender melhor a dindminca das Tregs nessa espécie.

Por outro lado, o papel que as Tregs desempenham em tumores humanos e
caninos ja esta determinado, levando a situagdes de imunossupressao via produgéo de
citocinas como IL-10 e TGF-B (CURIEL, 2007), e atenuacao da fungao de linfocitos T
CD4" e CD8" (YANG et al.,, 2006a; YANG et al., 2006b; HORIUCHI et al, 2009,
MITCHELL et al.,, 2012), podendo justificar o motivo pelo qual se encontram

populacdes reduzidas desses tipos celulares em cdes com cancer.
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5.1.2. Quantificacao de Tregs circulantes nos linfomas tipos Be T

Ao se avaliar a populacdo de Tregs, em porcentagem, nos linfomas B
(17,45x2,77) e T (21,2715,27), ndo se evidenciou diferenca significativa entre elas
(p=0,48), apesar de a maior média ter sido observada nos linfomas T, conforme
observado na Figura 3.
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Figura 3: Avaliagdo da populacao de células T reguladoras (Treg) no sangue periférico
de caes portadores de linfoma tipo B e linfoma tipo T. Os resultados estdo
apresentados como média + erro padrdo da média em porcentagem (%).
Teste t, p = 0.48, ns (n= 14 para o grupo linfoma B e 8 para o grupo linfoma
T).

O'Neill et al. (2009), pesquisando as Tregs e tentando associa-las a diversos
tipos de tumores, observaram que cdes com linfoma T apresentaram os maiores
valores da razdo Treg/CD8 quando comparados com outros tipos de céncer, inclusive
com os de linfoma B, gerando a duvida se o imunofenétipo poderia influenciar a
populacao de Treg. O presente estudo néo evidenciou este fato. Este resultado indica
que independentemente do imunofendtipo, a sinalizacdo do linfoma poderia ser a
mesma para a manipulagao e diferenciacao das Tregs. Vale ressaltar que o nimero de
parcelas experimentais avaliado por O’Neill et al. (2009) foi pequeno (7 caes com
linfoma, sendo 3 de imunofenétipo B, 2 de imunofendtipo T e mais 2 caes com linfoma
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nao submetidos a imunofenotipagem), o que nao reflete uma amostragem significativa.
Exceto pelos estudos de O'Neill et al. (2009), ndo foram encontrados registros de

outras pesquisas que investigassem as Treg em subtipos de linfomas caninos.

5.1.3. Quantificacao das subpopulacoes linfocitarias circulantes antes e depois
da quimioterapia

Quando comparadas as porcentagens de células CD4* e CD8" antes
(48,22+3,06; 25,27+2,96, respectivamente) e apds (53,75+3,01; 26,65+2,75,
respectivamente) a quimioterapia, n&o foi observada diferencga significativa (p=0,06 e
p=0,95, respectivamente) nessas subpopulacdes. Inversamente, houve reducdo
significativa (p< 0,01) nas porcentagens de células Tregs pds-quimioterapia (7,54+1,08)

em relagdo ao momento do diagnostico (18,84+ 2,56) (Figura 4).

Avaliando as porcentagens das Tregs do grupo controle, e antes e apds a
quimioterapia nos animais com linfoma, notou-se que apds quimioterapia (M5), as
Tregs assumiram valores proximos aos dos animais controles (p>0,05), conforme

observado na Figura 5.

Os resultados do presente estudo mostraram que as porcentagens das
subpopulacdes de células CD4" e CD8" nado se alteram por motivo da quimioterapia,
condizente com os resultados de outras pesquisas (WINNICKA et al., 2002; COLETA,
2009; MITCHELL et al., 2012) em caes com linfoma multicéntrico e em caes com
linfoma ou osteossarcoma (WALTER et al., 2006). Gauthier et al. (2005), estudando o
efeito da quimioterapia na populacgéo linfocitaria de caes com linfoma, observaram uma
significativa reducdo no valor absoluto da maioria das subpopulag¢des de linfocitos e,
um menor grupo com diminuigao relativa, comparando caes saudaveis e em tratamento
quimioterapico. De forma resumida, os linfécitos CD3", CD90" e TCRaB" mantiveram
suas populagdes relativas numericamente proximas as dos caes controles, sugerindo
que a citorredugao promovida pela quimioterapia pouparia as células T numa extensao

maior que os outros linfocitos, 0 que embasaria os achados do presente estudo.
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Figura 4: Avaliacdo das subpopulacdes de linfécitos T CD4* (A), CD8" B) e T
reguladores (Treg) (C) no sangue periférico de caes portadores de linfoma
antes (MO0) e depois (M5) do tratamento quimioterdpico. Os resultados estdo
apresentados como média + erro padrdao da média em porcentagem (%). Teste
t. * p < 0,01 quando comparados os grupos M0 e M5 (n= 22 para o grupo MO e
17 para o grupo M5).

Outro estudo avaliou o efeito da quimioterapia em dois tipos de cancer (linfoma e
osteossarcoma) em caes e verificaram que a fungdo das células CD4" permanecia
inalterada apdés o tratamento. Isso foi comprovado pela capacidade de os caes
montarem uma resposta IgG especifica contra o antigeno KLH (keyhole limpet
hemocyanin), resposta esta dependende de linfécitos TCD4" (WALTER et al., 2006).
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. Figura 5: Avaliacao das subpopulacdes de linfocitos T reguladores (Treg) no sangue
periférico de caes sadios (controle) e de cdes com linfoma (doente) antes
(M0O) e depois (M5) do tratamento quimioterdpico. Os resultados estdo
apresentados como média + erro padrdo da média em porcentagem (%).
Teste de Dunn (comparagdes mdultiplas). # p>0,05 ns, ° p<0,05 quando
comparado aos demais grupos (n= 10 para o grupo controle, n = 22 para o
grupo MO e n = 17 para o grupo M5).

No estudo em tela, as Tregs foram as uUnicas células que sofreram alteracdo
com a quimioterapia, dentre as subpopulacdes linfocitarias avaliadas. Esse resultado
foi semelhante ao de Mitchell et al. (2012), que da mesma forma, também encontraram
reducdo significativa somente nesse tipo celular. Os referidos autores utilizaram
somente doxorrubicina para o tratamento do linfoma, diferentemente do presente
estudo, em que se empregou uma combinacdo de 4 farmacos (vincristina,
ciclofosfamida, doxorrubicina e prednisona). Independentemente, o efeito da
quimioterapia parece ter sido seletivo em reduzir apenas a subpopulacdo de Treg. No
caso especifico da doxorrubicina, a comprovada restauracao da funcao dos linfécitos
CD8" coincidiu com a diminui¢éo significativa no nimero de Tregs circulantes, quando
comparado com as contagens antes do tratamento, sugerindo que a atenuacao da
imunossupressao mediada pelas Tregs permitiu a restauragao das células T citotoxicas

(MITCHELL et al., 2012). Esses resultados foram condizentes com os do presente
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estudo, pois dos 17 caes que foram avaliados na quinta semana de tratamento, 16
(94%) apresentaram reducdo da massa tumoral, sendo 6 deles (35%) de forma
completa e 10 (59%) de forma parcial.

5.1.4. Avaliacao da relacao Treg/CD8" na resposta ao tratamento

Avaliando a relagdo Treg/CD8" nos animais com linfoma nas diferentes
respostas ao tratamento, nao foi encontrada diferenca significativa (p=0,42) entre os
grupos remissao completa (RC) (0,16+0,06) e remissao parcial (RP) (0,24+0,06), como
pode ser verificado na Figura 6. Dos 22 caes, 17 completaram 5 semanas de
tratamento. Um deles nao retornou apds a primeira sessao de quimioterapia (T4) e os
outros 4 vieram a Obito antes da quinta semana (B13, T3, T7 e T8), por motivo da
doenca. Nenhum animal se encontrava com a doenca estavel. Dados referentes a

resposta ao tratamento dos animais encontram-se na Tabela 1.
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Figura 6: Avaliacao da relacao das subpopulagées de linfocitos T reguladores (Treg) e
CD8" no sangue periférico de cades portadores de linfoma em remissédo
completa (RC) e remissao parcial (MP). Os resultados estdo apresentados
como média + erro padrdao da média. Teste t, p=0,42, ns. (n= 6 para 0 grupo
RC e n =10 para o grupo RP).
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Esta investigacao foi realizada para avaliar a resposta ao tratamento dos cées
com linfoma na quinta semana, ja que alguns estudos mostraram que a relacao
Treg/CD8" pode ser empregada como marcador prognéstico (O'NEILL et al., 2009;
BILLER et al., 2010). Quanto maior a relagéo, pior o prognéstico dos animais. A nao
concordancia dos resultados do presente estudo comparados aos de O’Neill et al.
(2009) e de Biller et al. (2010) pode ser devida ao fato de a maioria dos animais (16
caes) ter apresentado resposta favoravel ao tratamento, evidenciada pela reducgéo
completa ou parcial do tumor, ndo proporcionando, portanto, uma comparagao com 0s
animais que nao responderam de maneira satisfatéria ao tratamento que, no caso do

presente estudo, foi somente 1 animal (T6).

Tabela 1: Resposta clinica ao tratamento dos animais com linfomas tipo B e T na

quinta semana.

Remissdo Completa  Remissao Parcial Doenca Progressiva

B2 B1 16
B4 B3
B6 B5
T1 B7
T2 B8
15 B9
B10
B11
B12
B14

Dois cées do grupo linfoma, um em remissdo completa (animal B2) e um em
remissao parcial (B12) apresentaram as maiores porcentagens de Treg, quando
avaliadas na gate Pan T (Apéndice G), e uma das menores porcentagens de linfécitos
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T CD8', também na mesma gate, apontando para a supressdo que as Tregs
exerceriam nas subpopulagbes de linfécitos T, corroborando com o descrito na

literatura sobre sua fungéo supressora (LI et al., 2011).

Como os linfomas recidivam, de maneira frequente, mesmo apds uma resposta
inicialmente favoravel a quimioterapia, e se tornam resistentes a um amplo espectro de
drogas (GERARDI, 2008), uma possibilidade de se verificar, de maneira mais
apropriada, a relagdo Treg/CD8" como marcador prognéstico nos linfomas caninos,
seria acompanhar, por um periodo maior de tempo e ndo somente na quinta semana
de tratamento, a resposta imune desses pacientes e, a partir das respostas clinicas
encontradas, ao longo das 19 semanas, obter diferentes grupos para poder compara-

los.

Este estudo, nas condigcdes metodoldgicas que foram adotadas, mostrou que
linfomas em cées estao associados ao aumento de células Treg. Isto posto, esses
resultados sugerem que a inibicdo da fungdo reguladora das Tregs em caes com

linfoma poderia ser uma potente estratégia terapéutica.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados encontrados no presente estudo, pode-se concluir que:

v' Caes com linfoma de imunofenétipos B ou T apresentam aumento na
porcentagem de Tregs, em sangue periférico, quando comparados com

caes clinicamente normais

v" Os linfomas caninos de imunofenétipos B e T apresentam porcentagens

similares de células Treg;

v' O protocolo quimioterapico MW diminui significativamente as células
Tregs em sangue periférico, apds a 52 semana de tratamento, alcangando

porcentagens semelhantes as dos animais do grupo controle;

v A relagdo Treg/CD8", dentro das limitagbes do presente estudo, nao foi

util em predizer a resposta clinica do animal frente ao tratamento.
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Apéndice A

Quadro A: Dados referentes aos animais do grupo controle.

Animal Raca Sexo Idade
C1 Sem raga definida Macho 4 anos
C2 Doberman Fémea 5 anos
C3 Beagle Fémea 8 anos
C4 Sem raga definida Macho 6 anos
C5 Sem raga definida Macho 4 anos
C6 Sem raca definida Fémea 4 anos
C7 Sem raga definida Macho 12 anos
C8 Sem raga definida Fémea 6 anos
C9 Sem raca definida Fémea 14 anos
C10 Labrador Macho 2 anos




Apéndice B

Quadro B: Dados referentes aos animais do grupo linfoma B
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Animal | Idade | Sexo Raca Tipo histologico E:::ti:-
B1 5a M Rottweiler | Grandes células imunoblastico I
B2 9a F Poodle Burkitt /ike V
B3 5a F Rottweiler Difuso de grandes células Il
B4 6a M Rottweiler Linfoblastico v
B5 5a M SRD Difuso de grandes células v
B6 4a M Labrador Difuso de grandes células 1l
B7 8a F Pinscher Difuso de grandes células Vv
B8 12 a M SRD Linfocitico de pequenas células \Y
B9 8a F SRD Difuso de grandes células v
B10 4a F Rottweiler Difuso de grandes células \
B11 11 a F Poodle Difuso de grandes células v
B12 7a M SRD Difuso de grandes células v
B13 10 a F Basset Difuso de grandes células v
B14 8a F Bull Terrier Difuso de grandes células v
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Apéndice C

Quadro C: Dados referentes aos animais do grupo linfoma T.

Animal | Idade | Sexo | Raca Tipo histologico Estadiamento
T 7a F Dogue Aleméao | Linfoblastico I

T2 7a F Beagle Sem outra especificacao* v

T3 8a F Boxer Linfoma T nodal (linfoma | Il

de zonaT)

T4 5a F Boxer Linfoblastico I

T5 6a F Boxer Linfoblastico v

T6 8a M Lhasa Apso Sem outra especificacao* |V

T7 9a M Pit Bull Linfoblastico Il

T8 8a F Bull Terrier Sem outra especificacao* I

*Terminologia empregada para linfomas T difusos
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Apendice D

1A 1B

2A 2B

Figura D: Expressdao imuno-histoquimica do anticorpo anti CD79a em corte de
linfonodo (1A) e auséncia da expressdo do anticorpo anti CD3 em 1B,
caracterizando o imunofenétipo B; expressao imuno-histoquimica do anticorpo
anti CD3 em corte de linfonodo (2A) e auséncia da expressao do anticorpo anti
CD79a em 2B, caracterizando o imunofenétipo T. Ambas as expressdes estao
representadas pela coloracdo acastanhada da membrana das células (Ob;.
40X).
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Apéndice E

Quadro E: Critérios estabelecidos pela OMS para o estadiamento dos linfomas

caninos.

Estadio | Caracteristicas clinicas

| envolvimento limitado a um linfonodo ou tecido linféide (exceto medula
Ossea)

| envolvimento de linfonodos regionais

]| aumento generalizado dos linfonodos

v envolvimento do figado e/ou baco, com ou sem os estadios I, Il ou lll

\' envolvimento do sangue, medula éssea, com ou sem os estadios I, Il, IlI
oulV
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Quadro F: Resposta do paciente a quimioterapia

Tipo de resposta

Caracteristicas clinicas

Remissao completa

desaparecimento da doencga clinica

Remisséao parcial

diminuicdo em 50% do tamanho do tumor, sem evidéncia de

novos focos

Doenca estavel

diminuicdo ou aumento em até 50% do tamanho do tumor,

sem desenvolvimento de outro foco

Doencga progressiva

aumento de pelo menos 50% do tamanho do tumor ou o

aparecimento de novos tumores

Fonte: DALECK, C.R. et al., 2009.
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Tabela G: Porcentagens individuais referentes as subpopulagdes celulares CD4, CD8

e Treg, antes (M0) e apds o tratamento quimioterapico (M5), dos animais com

linfoma B.
% Treg %Treg %CD4 %CD8 Treg/CD8
(gate CD4) | (gate linf T) | (gate linf T) | (gate linf T) | (gate linf T)
Animais MO M5 MO | M5 | MO M5 MO M5 | MO M5
B1 28,16 | 6,07 |11,74| 2,6 | 31,9 | 31,74 | 56,97 | 53,44 | 0,20 | 0,04
B2 18,85 | 12,27 | 18,77 | 9,36 | 45,7 | 51,56 | 15,33 | 19,6 | 1,22 | 0,47
B3 17,13 | 18,25 | 8,49 | 9,53 | 47,66 | 43,68 | 23,71 28,51 | 0,35 | 0,33
B4 38,5 3,1 16,9 2 40,8 | 453 | 16,3 | 33,8 | 1,083 | 0,05
B5 10,5 4,2 54 | 26 | 52,6 | 68,3 | 342 | 20,5 | 0,15 | 0,12
B6 6,12 4,7 466 | 3,2 | 657 | 63,5 | 234 | 259 | 0,19 | 0,12
B7 17 9,7 1,2 4 7,9 | 49,6 18 20 | 0,06 | 0,2
B8 3,6 1,1 22 | 09 | 46,3 | 76,9 17 13,7 | 0,12 | 0,06
B9 176 | 11,2 82 |599| 46,5 | 585 | 225 | 18,9 | 0,36 | 0,31
B10 8,15 | 4,14 46 |599 | 642 | 69,1 | 128 | 325 | 0,35 | 0,18
B11 20,5 | 6,43 | 149 | 484 | 683 | 56,6 | 17,3 | 20,8 | 0,86 | 0,23
B12 32,5 13,8 21 10,2 | 57,8 70 16,1 14 1,30 | 0,72
B13 5,35 - 4,28 - 40,9 - 27 - 0,15 -
B14 20,4 | 3,33 16 | 6,78 | 33,1 | 49,3 | 58,2 | 31,9 | 0,27 | 0,21




Apéndice H

45

Tabela H: Porcentagens individuais referentes as subpopulac¢des celulares CD4, CD8 e

Treg, antes (M0O) e apds o tratamento quimioterapico (M5), dos animais com

linfoma T.

% TREG %TREG %CD4 %CD8 Treg/CD8

(gate CD4) | (gate linf T) | (gate linf T) (gate linf T) (gate linf T)
Animais | MO | M5 MO M5 MO M5 MO M5 MO M5
T1 19,93 | 7,93 | 8,63 | 3,17 | 33,18 | 40,48 | 54,89 | 50,47 0,16 | 0,06
T2 19,39 | 7,01 | 12,55 | 3,07 | 49,7 | 40,61 | 24,96 | 16,64 0,50 | 0,18

T3 18,71 - 15,88 - 55,68 - 18,42 - 0,86 -

T4 11,96 | - 6,2 - 68,04 - 12,11 - 0,51 -
T5 44,72 30,49 | 2,5 | 57,89 51 12,74 | 26,3 2,39 | 0,10
T6 42,5 | 10 11,4 | 6,1 50 47,5 | 25,8 | 26,1 0,44 | 0,23

T7 9,47 - 5,1 - 37,6 - 23,8 - 0,21 -

T8 3,44 - 2,59 - 59,4 - 24,3 - 0,11 -
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