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CELULAS T REGULADORAS NO LINFOMA CUTANEO CANINO

RESUMO - O linfoma pode ser caracterizado pela proliferagédo clonal de
linfécitos malignos nos o6rgaos linfoides, podendo, porém, atingir diversos tecidos
entre os quais a pele, denominado linfoma cutédneo. No céo, o linfoma cutdneo pode
apresentar-se clinicamente por lesdes localizadas ou generalizadas, podendo evoluir
para lesbes em placas e nodulos, muitas vezes edemaciados, ulcerados e
hemorragicos. Segundo avaliacdo histopatologica, podem ser classificados em
epiteliotropico ou néo epiteliotropico, com linhagem imunofenotipica T ou B, sendo o
T mais comum. Células T reguladoras sao linfocitos com capacidade
imunossupressora, com papel importante na manutengdo de processos fisiologicos,
impedindo respostas de autoimunidade. Além disto, estudos demonstraram a
influéncia das mesmas na supressdao de respostas anti-tumorais, permitindo o
escape das células neoplasicas dos mecanismos de defesa. Desta forma, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a presenca das células T reguladoras em
12 cées com linfoma cutaneo T e 12 animais saudaveis, no sangue periférico e pele,
através das técnicas de citometria de fluxo, avaliando porcentagens de Tregs,
células T CD4* e CD8"*, e imuno-histoquimica, com a expresséao tecidual de Foxp3.
Observou-se maior niumero de Tregs no sangue periférico de cdes com linfoma
cutaneo (10,84+1,18) em relacdo aos animais saudaveis (5,67+0,89), sem diferenca
quanto as porcentagens de células CD4* (48,26+4,54; 51,01+4,92, respectivamente)
e CD8"(30,32+4,82; 31,78+5,65, respectivamente). Nao houve diferenca nos valores
celulares entre os animais com linfoma epiteliotrépico e néo epiteliotropico. Quanto a
expressao tecidual de Foxp3 ndo foram observadas células imunomarcadas nos
fragmentos cutaneos saudaveis, apenas nos linfomas cutaneos, com média de 8%
(x5) de células positivas, demonstrando a presenca de Tregs no tecido neopléasico,
sem diferenca entre os tipos histopatolégicos. Nao foi observada associacao entre o
namero de Tregs e relacdo Treg/CD8, com a sobrevida dos pacientes. Nao houve
correlacdo entre os valores teciduais e sanguineos das células T regulatoras nos
animais com linfoma cutaneo. Desta forma, pode-se concluir que ha estimulo para
diferenciacdo e/ou proliferacdo de Tregs no ambiente tumoral de caes com linfoma
cutdneo e aumento das mesmas na circulacao, porém, nao foi possivel estabelecer
exato valor prognostico destas células.

Palavras-chave: céo, citometria de fluxo, Foxp3, neoplasia, Treg.



REGULATORY T CELLS IN CUTANEOUS CANINE LYMPHOMA

ABSTRACT - Lymphoma can be characterized by clonal proliferation of
malignant lymphocytes in the lymphoid organs, but may reach several tissues
including the skin, called cutaneous lymphoma. In dogs, the cutaneous lymphoma
may present clinically as localized or generalized lesions, wich may progress to
plague and nodules, often swollen, ulcerated and bleeding. Histologically, they can
be classified as epitheliotropic or non-epitheliotropic, with immunophenotypic line T
or B. Regulatory T cells are lymphocytes with immunosuppressive capacity, with a
significant role in the maintenance of physiological processes, preventing
autoimmunity responses. Furthermore, studies have demonstrated their influence in
the suppression of anti-tumor responses, allowing the escape of neoplastic cells from
the defense mechanisms. Thus, the present study aimed to evaluate the presence of
regulatory T cells in 12 dogs with cutaneous T cell ymphoma and 12 healthy animals
in peripheral blood and skin, through flow cytometry techniques, assessing blood
concentration of Tregs, CD4* and CD8*, and immunohistochemical, through tissue
expression of Foxp3. A higher number of Tregs in the peripheral blood of dogs with
cutaneous lymphoma (10,84+1,18) was observed in relation to the healthy animals
(5,67+0,89), with no difference in the percentages of CD4 + (48,26+4,54; 51,01+4,92,
respectively) and CD8 + (30,32+4,82; 31,78+5,65, respectively) cells. There was no
difference in cellular values between the animals with epitheliotropic and non-
epitheliotropic lymphoma. Regarding the tissue expression of Foxp3, we did not
observe marked cells in healthy cutaneous fragments, only in cutaneous lymphomas
(8%+5), demonstrating the presence of Tregs in the neoplastic tissue, with no
difference between histopathological types. No association was observed between
the number of Tregs and the Treg/CDS8 ratio, with the patients’ survival. There was no
correlation between tissue and blood values of regulatory T cells in animals with
cutaneous lymphoma. In this way, it can be concluded that there is stimulus for
differentiation and / or proliferation of Tregs in the tumor environment of dogs with
cutaneous lymphoma, leading to their accumulation in the neoplastic tissue and
consequently increase in circulation, but it was not possible to establish an exact
value prognosis.

Keywords: dog, flow cytometry, Foxp3, neoplasia, Treg.
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1 INTRODUCAO

O linfoma € uma das neoplasias mais comumente diagnosticadas no cao e
corresponde a mais de 80% das neoplasias hematopoiéticas nesta espécie, sendo
caracterizado pela proliferagdo de ceélulas originadas do tecido linfoide, histidcitos,
seus precursores e derivados (ROSENTHAL; MACEWEN, 1990; OGILVIE; MOORE,
1995; DHALIWAL et al., 2003), podendo atingir diversos tecidos, entre os quais a
pele, caracterizando-se anatomicamente como linfoma cutaneo (CALAZANS et al.,
2016), forma mundialmente rara desta neoplasia, entretanto com casuistica elevada

na regido de nossa pesquisa, localizada na cidade de Jaboticabal, Sdo Paulo.

As células T reguladoras (Tregs) sao descritas como linfécitos T CD4* que
expressam constitutivamente a cadei a el
fator de transcricdo Foxp3 (BANHAM et al., 2009). Acredita-se que as Tregs regulem
as respostas imunes fisiolégicas, através de propriedades imunossupressoras uteis
para o impedimento de respostas de autoimunidade, suprimindo células T efetoras,

acarretando no comprometimento da resposta imune (COOLS et al., 2007).

Héa evidéncias de que as Tregs regulam negativamente a funcéo efetora do
sistema imune contra tumores, resultando em disfuncéo de células T em humanos e
cdes com céancer (HORIUCHI et al., 2009; SCHRECK et al., 2009). Estudos com as
células Tregs em humanos tém encorajado pesquisas semelhantes na Medicina
Veterinaria e, apesar do numero crescente de trabalhos com Tregs em cées, poucos
foram realizados com linfoma, principalmente na sua apresentacdo cutanea e,

portanto, poucos resultados estao disponiveis.

Desta forma, revela-se bastante alvissareiro o estudo da expressédo das
células T reguladoras no linfoma cutaneo canino, assim como suas implica¢des no
prognéstico do linfoma como epiteliotropismo e sobrevida, contribuindo para a
melhor compreensao dos mecanismos que levam a progressdo tumoral, podendo
assim, levar a identificacdo de possiveis alvos terapéuticos, visto que alguns
farmacos podem ser utilizadas para extinguir ou suprimir as funcdes das células

Tregs.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Linfoma Canino

O linfoma, linfossarcoma ou linfoma maligno pode ser caracterizado pela
proliferacdo clonal de linfécitos malignos nos érgaos linféides (DHALIWAL et al.,
2003), afetando primariamente os linfonodos ou outros 6rgdos viscerais solidos,
como figado e baco (COUTO, 2001; VAIL; OGILVIE, 2003), podendo surgir em
quase todos os tecidos do corpo (MACEWEN; YOUNG, 2001; CALAZANS et al.,
2016).

De acordo com Dobson e Gorman (1994) o linfoma €& a neoplasia
hematopoiética mais comum em caes, correspondendo a aproximadamente 90%
das neoplasias deste grupo, e 5 a 10 % de todas as neoplasias que acometem esta
espécie (ROSENTHAL; MACEWEN, 1990; MORRISON, 1998; FAN; LORIMIER,
2005; CALAZANS et al., 2016).

Fatores primarios como exposicao prolongada a substancias potencialmente
cancerigenas sdo citados como predisponentes ao desenvolvimento de linfoma nos
caes, mas a etiologia do linfoma canino é considerada multifatorial (GREENLE et al.,
1990; VALLI, 1993; JONNES et al.,, 1997). Alteracdes genéticas herdadas ou
adquiridas podem levar a ativacdo de proto-oncogenes e/ou inativacdo de genes
supressores de tumor (p53), levando ao aparecimento do linfoma. A
imunossupressao é um estado que possivelmente predispbde cdes e gatos a esta
neoplasia (CALAZANS et al.,, 2016). Em outras espécies animais como felinos,
bovinos, roedores e aves, assim como em alguns primatas e no homem, a etiologia
viral ja foi identificada (GREENLE et al., 1990; VALLI, 1993; JONNES et al., 1997,
MORRISON, 2005; FONTAINE et al.,, 2010). Processos inflamatérios crénicos na
pele, como dermatites, também j& foram relacionados ao aparecimento de linfoma
cutaneo no homem (FONTAINE et al., 2010).

Quanto a localizacdo anatbmica, os linfomas podem ser classificados em

linfoma multicéntrico, digestivo ou alimentar, mediastinico ou timico, cutadneo e



extranodal (MOULTON; HARVEY, 1990; VAIL; OGILVIE, 2003; CALAZANS et al.,
2016).

O linfoma cutdneo € considerado raro, e representa 3 a 8% das diferentes
formas de apresentacao do linfoma (TESKE,1994; DHALIWAL et al., 2003), 1% das
neoplasias cutaneas no cao (FONTAINE et al., 2010) e 0,02% dos atendimentos
nesta espécie (SANTORO et al., 2007). Acomete principalmente animais adultos,
com média de 8 anos, sem predisposi¢cao sexual, com maior prevaléncia de animais
da raca Cocker Spaniel e Boxer, segundo alguns autores (FOSTER et al., 1997;
BHANG et al, 2006; FONTAINE et al., 2010).

Clinicamente, esta neoplasia pode ser caracterizada por lesdes localizadas ou
mais comumente generalizadas, multifocais, cursando com alopecia, eritema e
esfoliacdo da pele, podendo evoluir para lesdes em placas, nédulos ou arciformes,
com bordas elevadas, muitas vezes edemaciados, ulcerados e hemorragicos, que
podem comprometer juncdes mucocutaneas como cavidade oral e regido genital,
com prurido variavel entre ausente a intenso, além de hipopigmentacdo (NORTH;
BANKS, 2009; VAIL et al., 2013). Sua progresséao leva ao acometimento de tecidos
adjacentes ou distantes, como linfonodos, baco, figado e medula 6ssea (MOORE et
al., 1994; CALAZANS et al., 2016).

O diagnéstico citolégico pode ser realizado a partir de material colhido por
puncdo aspirativa por agulha fina de nédulos ou placas cutaneas, ou imprint de
lesbes ulceradas, onde observam-se células redondas sugestivas de tumor
hematopoiético. O diagnéstico definitivo provém de analise histopatolégica do
material, colhido a partir de biopsia de lesao representativa, onde se pode definir o

epiteliotropismo das células neoplasicas (FONTAINE et al., 2010).

Na avaliacdo histopatoldgica, os linfoma cutaneos podem ser classificados em
epiteliotrépico ou nédo epiteliotropico. O linfoma epiteliotrépico, origina-se mais
comumente de linfocitos T e de acordo com critérios estabelecidos em humanos,
pode apresentar-se de trés formas, Micose Fungoide, Reticulose Pagetoide e
Sindrome de Sézary, sendo esta Ultima mais agressiva devido a presenca de

linfécitos neoplasicos na medula 6ssea, constituindo a forma leucémica (FONTAINE



et al., 2010; CALAZANS et al., 2016). As células neoplasicas ficam confinadas a
epiderme e apresentam tropismo pelos foliculos pilosos e glandulas sudoriparas.
(NORTH; BANKS, 2009; VAIL et al., 2013). O linfoma néo epiteliotropico caracteriza-
se pelo envolvimento de linfécitos neoplasicos nas porcdes média e profunda da
derme e hipoderme, poupando a epiderme e derme papilar. Podem formar placas ou
nédulos dérmicos ou subcutaneos, tnicos ou multiplos (VAIL et al., 2013).

A imunofenotipagem faz-se necessaria para o diagnostico definitivo, uma vez
que é dificil diferenciar linfomas de outras neoplasias de células redondas, como os
tumores histiociticos, com base apenas na morfologia celular (NORTH; BANKS,
2009; MOORE et al., 2013). O imunofendtipo B ou T de neoplasia linféide em caes
pode ser obtido através de citometria de fluxo, imunocoloracéo de cortes de tecido
ou de preparacdes citolégicas obtidas por aspiracdo com agulha fina (RASKIN,
2003).

Ao contrario dos linfomas multicéntricos, os linfomas cutaneos sdo pouco
responsivos a quimioterapia antineoplasica, principalmente quando originarios de
linfécitos T (NORTH; BANKS, 2009). Nesses casos, 0s protocolos utilizados para
linffomas cutaneos ndo sao tao efetivos, levando a remissdo e sobrevida menores.
Portanto, linfomas cutaneos epiteliotropicos de imunofenétipo T sdo considerados
neoplasias de prognostico desfavoravel (LORIMIER, 2006; FONTAINE et al., 2010;
VAIL et al., 2013). Nestes casos, o tratamento quimioterapico que fornece melhores
resultados é aquele a base de lomustina, que proporciona tempo médio de remisséo
de trés a seis meses, em aproximadamente 80% dos casos (RISBON et al., 2006;
FONTAINE et al., 2010; VAIL et al., 2013). A eutanasia é a principal causa de 06bito
nestes animais devido a severidade das les6es cutaneas e debilidade do animal.
Desta forma, a morte natural é rara e normalmente causada pela progressdo do
linfoma, invaséo de células neoplasicas na corrente sanguinea e medula 6ssea e/ou
septicemia (FONTAINE et al., 2010).



2.2 Células T reguladoras (Tregs)

Células T reguladoras (Tregs) sdo um grupo distinto de linfécitos T com
propriedades imunossupressoras, que atuam em condicdes normais na prevencgao
de respostas autoimunes e alérgicas, suprimindo outras células do sistema
imunologico (CRUVINEL et al., 2008; VEIGA-PAIGA, 2016). Além disto, tém sido
alvo de intensas pesquisas sobre suas fungbes como reguladoras das respostas
imunes em diversas enfermidades infecciosas e neoplédsicas, por também
prevenirem atuagdo do sistema imune contra patdogenos e células tumorais (COOLS
et al., 2007; SCHIMIDT et al., 2012).

As primeiras investigacdes sobre estas células iniciaram na década de 1970
(GERSHON; KONDO, 1970), porém, devido a falta de marcadores celulares
especificos, novas descobertas vieram anos depois por Sakaguchi et al. (1995),
devido a descoberta do marcador fenotipico CD25 ( cadei a U de
interleucinas-2), em células com elevada capacidade imunossupressora T CD4*, a
partir de entdo denominadas células T reguladoras. Em 2003, identificou-se o fator
de transcricdo Foxp3 nestas células, necessario para exercerem as suas
capacidades supressoras, o qual, a partir de entdo, passou a ser utilizado para
deteccdo das mesmas em diversas espécies (FONTENOT et al., 2003). Em cées, as
Tregs foram inicialmente identificadas utilizando anticorpos especificos anti-CD4
canino e anti-Foxp3 murino (BILLER et al., 2007; KEPPEL et al., 2008; BANHAM et
al.,2009; HORI UCHI et al ., 2009; OONEILL et

Diversos subgrupos de Tregs foram descritos, incluindo Tregs de ocorréncia
natural, derivadas do timo, e aquelas induzidas pela exposi¢céo a antigenos, ativadas
na periferia (BEYER; SCHULTZE, 2006). Como o proprio nhome sugere, Tregs
derivadas do timo desenvolvem-se durante processo normal de maturacdo de
linfécitos, possuindo um amplo repertério de receptores especificos de células T
auto-reativos, tendo como principal funcdo a prevencdo de doencas autoimunes.
Tregs perifericamente induzidas sdo também conhecidas como Tregs adaptativas ou
convertidas, por serem derivadas de células T CD4 naive da periferia, apés as
mesmas serem expostas a citocinas especificas (por exemplo, IL-10 e TGF-b, fator

de transformacdo do crescimento beta) e antigenos (expostos principalmente por

rece

al .,



células apresentadoras de antigeno) (CUROTTO DE LAFAILLE; LAFAILLE, 2009).
Cabe ressaltar que IL-10 e TGF-b  p o der pnoduzidos por componentes do tumor,
promovendo a expansdo e/ou conversdo de células T em Tregs no microambiente
tumoral (SAVAGE et al., 2012).

Com relacdo a mensuracdo das Tregs deve-se levar em conta seus
mecanismos de acdo e caracteristicas celulares. Por atuarem diretamente sobre
células efetoras, pode-se inferir que atuam nos locais de proliferacdo de linfocitos T
(6rgéos linfoides secundarios, como linfonodos) e nos locais onde a resposta imune
€ requerida (sitios de infeccéo, neoplasias, inflamacdes), locais estes que podem ser
avaliados pelo uso de histologia e imuno-histoquimica. Porém, a avaliacdo de Tregs
e células T efetoras no sangue torna-se viavel devido ao fato de as mesmas
utilizarem-se da corrente sanguinea para atingirem seus destinos finais (BELKAIDE;
ROUSE, 2005).

Tregs possuem capacidade supressora para uma variedade de células
imunes, incluindo células B, células Natural Killer (NK), células T CD4* e CD8",
células dendriticas e mondcitos, utilizando-se de diversos mecanismos mediados por

citocinas ou contato célula-célula (SCHMIDT et al., 2012).

Estas células Tregs podem atuar regulando diretamente células T efetoras ou
indiretamente, bloqueando a funcdo de células apresentadoras de antigeno, como
as células dendriticas que tém a funcdo de mediadoras de resposta imune celular,
processando e apresentando antigenos para células T e induzindo sua ativacdo. O
mecanismo direto de regulacao pode ocorrer de diversas formas como, por exemplo,
quando Tregs secretam citocinas supressoras que inibem a funcdo de células T
efetoras. Outro mecanismo esta relacionado com a competi¢cdo por citocinas como a
IL-2, necesséaria para a proliferacdo de Tregs e células T efetoras. Quando
consumidas, estas citocinas tornam-se escassas para as células efetoras, levando-
as a apoptose (SOJKA et al., 2008). Além disto, moléculas imunossupressoras e
anti-inflamatérias como IL-10, TGF-b e IL-35, secretadas por Tregs, levam ao
bloqueio da continuidade do ciclo celular das células T efetoras (VEIGA-PARGA,
2016).



Tregs podem interferir na imunidade antitumoral promovendo diminuigdo da
resposta de células T efetoras, especialmente as T CD8*. Desta forma, as células
tumorais evadem o sistema imune via potencializacdo da resposta e sobrevida das
Tregs, aumento das mesmas em relacdo as células T efetoras, e/ou criando um
microambiente capaz de aumentar ou ativar estas células imunossupressoras
(VEIGA-PARGA, 2016).

Em cdes com melanoma, observou-se aumento de Tregs no sangue
periférico, quando comparados a animais saudaveis, com diminuicdo de células T
efetoras (Thl) e CD8*. Além disto, a porcentagem de Tregs apresentou correlacéo
positiva com o estadiamento tumoral (HORIUCH et al., 2010). Tominaga et al. (2010)
observaram que cdes com a mesma neoplasia apresentavam também uma
porcentagem maior de Tregs no sitio tumoral, quando comparada com a do sangue
periférico, 0 que os levaram a sugerir que as células tumorais poderiam induzir a

proliferacéo local ou a migracao seletiva de Treg para o sitio de infiltragdo tumoral.

Quando avaliadas em cadelas com carcinoma mamario, o nimero de Tregs
infiltrando o sitio tumoral aumentou significativamente nos tumores com fatores
progndsticos negativos, como grau histopatologico alto, invaséo linfatica e necrose.
Tais achados sugeriram a participacdo das Tregs na progressdo dos carcinomas
mamarios, e a utilizacdo das mesmas como potenciais marcadores prognasticos,
com perspectivas de desenvolvimento de imunoterapia (KIM et al., 2012; MUCHA et
al., 2016).

O6 Nei | | et al. (2009) observaram aument o
cancer em relacdo aos do grupo controle. As maiores porcentagens de Tregs foram
observadas em cdes com carcinoma, seguidas de sarcoma, linfoma e mastocitoma.

De forma semelhante, recentemente, Munhoz et al. (2016) encontraram aumento de
Tregs no sangue periférico de cdes com linfoma multicéntrico, quando comparados
aos animais saudaveis, sem diferenga entre os imunofendtipos B e T. Os mesmos
animais foram submetidos a tratamento quimioterapico e apresentaram reducg&o
destas células na quinta semana de tratamento, chegando a valores préximos aos

dos animais saudaveis.



Foi encontrado por Horiuchi et al. (2009) aumento de Tregs no sangue
periférico de cdes com metéstases quando comparados aqueles sem metastases,
sendo que nos pacientes com tumores em estagios mais avancados, também
ocorreu aumento das mesmas. Tal achado sugere que as Tregs promovam a
imunotolerancia as células tumorais por suprimirem a atividade de Thl, o que

poderia favorecer o aparecimento de metastases.

Biller et al. (2007), utilizaram a expresséao de Foxp3 para identificar Tregs em
cdes saudaveis e com neoplasia. Os autores verificaram um numero de Tregs
significativamente maior no sangue periférico e linfonodo drenante de cdes com
neoplasia. Além deste achado, observaram que quanto mais agressivo o tumor,
maior o numero de células Tregs, sugerindo o valor prognéstico da avaliagdo

numérica destas células.

Um microambiente tumoral dominado por células T helper 2 (Th2) e por Tregs
foi encontrado no linfoma Hodgkin humano (SCHRECK et al, 2009). O numero
elevado de células Th2 foi associado com significativo aumento no tempo livre de
doenca dos pacientes, enquanto a alta razdo Tregs/Th2 resultou em reducéo
significativa deste tempo. Este fato leva a crer que as Tregs exercam efeitos
inibitérios na resposta imune antitumoral mediada por células Th2 e que estas
Gltimas podem ter um papel importante na imunidade antitumoral, contradizendo
diversos dados que referem as Th2 como favoraveis ao desenvolvimento tumoral
por impedirem imunidade celular e aumentarem resposta humoral pro-tumor
(NARENDRA et al., 2013).

Em cdes com cancer, quanto maior a razao Tregs/CD8* no sangue periférico,
pior o prognostico, possivelmente pela reducdo nas células CD8* em relacdo ao
aumento das Tregs, favorecendo a i Bllanet
al. (2010), avaliando cées portadores de osteossarcoma, relataram que animais com
baixa proporcdo CD8*/Treg no pré-tratamento apresentaram menor tempo de
sobrevida quando comparados com animais com propor¢des mais elevadas.
Resultados semelhantes foram obtidos em pacientes humanos portadores de cancer
gastrico e alta proporcdo Treg/CD4*, os quais apresentavam menor tempo de
sobrevida e maior indice de recidiva do tumor (KIM et al., 2011).

ssupr



Pesquisadores utilizaram ciclofosfamida em regime metronémico, na dose de
15 mg/m?/dia, e conseguiram diminuir o0 nimero e a porcentagem de Tregs a partir
do 28° dia de tratamento, além de inibir a angiogénese em cédes com sarcoma de
tecidos moles (BURTON et al., 2011). Mitchell et al. (2012) utilizaram toceranib na
dose de 2,75 mg/kg, em dias alternados, como forma Unica de tratamento durante
duas semanas em caes com neoplasias, e obtiveram uma diminuic¢ao significativa de
Tregs no sangue periférico. ApOs este periodo, associaram o0 toceranib a
ciclofosfamida em dose diaria de 12,5 mg/kg, e demonstraram um aumento
significativo nas concentracdes seéricas de IFN-g inversamente relacionado ao
namero de Tregs, apds 6 semanas de tratamento. Desta forma, terapias
metronémicas podem ter acdo imunomoduladora importante no combate as células

tumorais.



10

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar por intermédio da citometria de
fluxo e imuno-histoquimica, as células T reguladoras no sangue periférico e tecido
neoplasico de cdes com linfoma cutaneo T, identificando o papel destas células no

desenvolvimento tumoral e progndstico.

3.2 Objetivos especificos

Classificar histologicamente os linfomas cutaneos caninos;
Avaliar a sobrevida dos cdes com linfoma cutéaneo;

1 Avaliar as células Tregs por meio da expressdo de Foxp3, via imuno-
histoquimica, em linfomas cuténeos e peles saudaveis de caes, associando o
namero de células marcadas ao tipo histopatoldégico e a sobrevida dos
pacientes;

1 Avaliar a porcentagem de células Tregs, T CD4* e CD8* no sangue periférico,
via citometria de fluxo, em cées com linfoma cutdneo e animais saudaveis,
associando-as com o tipo histopatolégico e a sobrevida;

71 Avaliar a relacdo entre a sobrevida dos animais com linfoma cutaneo e os
valores de Tregs e Treg/CD8";

1 Investigar a presenca de correlacédo entre os valores encontrados de Tregs no
sangue periférico, através de citometria de fluxo, e no tecido, via imuno-

histoquimica, nos animais com linfoma cuténeo.
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4 MATERIAL E METODOS

O protocolo deste experimento foi analisado e aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP, Campus de Jaboticabal, sob os numeros 10207/16.

4.1 Grupos experimentais

As parcelas experimentais constituiram-se de 24 cdes, machos ou fémeas,
dentre os quais, 12 cades higidos e 12 cades acometidos por linfoma cutaneo de
imunofendtipo T, atendidos junto ao Servico de Oncologia do Hospital Veterinario
AGovemrnddadawdo Nat el 0 danpus @AabbdtickNaE SP, CO

As unidades experimentais foram agrupadas como segue:

Grupo Controle (GC): Constituido por 12 caes, higidos, em bom estado de saude
verificado com base nos resultados do exame clinico detalhado, testes
hematolégicos (hemograma) e bioquimicos Séricos (creatinina e
alaninoaminotransferase). Dados referentes a idade, sexo e raca destes animais

encontram-se especificados no Apéndice A.

Grupo Linfoma Cutaneo (GLC): Constituido por 12 cdes acometidos por linfoma
cutdneo T, atendidos junto ao Servico de Oncologia Veterinaria, do Hospital
Veterin8rnadd@iiGolauddCAVANESP, ICampusale Jaboticabal,
inicialmente sob o diagndstico citologico, depois confirmado por histopatologia e
imuno-histoquimica. Dados referentes a idade, sexo e raca destes animais

encontram-se especificados no Apéndice B.

4.2 Avaliacéo das parcelas experimentais

Os animais com linfoma cutaneo foram submetidos a exame fisico detalhado,
exames complementares de imagem (radiografia toracica e ultrassonografia

abdominal), testes hematologicos e bioquimicos séricos incluindo avaliacao de perfil
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hepatico (Alaninoaminotransferase, Proteina Total, Albumina, Fosfatase Alcalina) e

renal (Creatinina), como exames de rotina para inicio de protocolo terapéutico.

4.3 Obtencao das amostras

Pacientes apresentando nédulos ou lesbes em pele com suspeita de linfoma
cutaneo foram submetidos ao exame citolégico, obtido pela puncdo aspirativa por
agulha fina da(s) area(s) acometida(s). Apés confirmacgéo do diagndstico citoldgico,
realizou-se biopsia incisional da lesdo para coleta de amostra tecidual, através do
preparo do animal com medicacao analgésica (Cloridrato de Tramadol, na dose de 4
mg/kg, pela via intramuscular) e da regido a ser biopsiada, com tricotomia e anti-
sepsia. Em seguida, a regido cutdnea recebeu inoculagcdo de anestésico local
(Lidocaina, dose maxima 7 mg/kg), seguido de incisdo com lamina de bisturi e
exérese de fragmento tumoral medindo no minimo 1 cm de didametro. Procedeu-se
sutura tecidual de rotina com fio monofilamentar Nylon 2-0, usando padrédo simples
separado. Nos animais do GC, realizou-se bidpsia de fragmento cutaneo saudavel

de forma semelhante.

Os fragmentos cutaneos foram fixados em solucéo de formol tamponado a
10% (pH 7,6) por 24 horas e posteriormente transferidos para solucéo de alcool 70%

até processamento histoldgico de rotina.

As amostras de sangue foram coletadas dos animais do GC e GLC apdés anti-
sepsia local, por venipuncéo jugular, com base no sistema a vacuo, utilizando-se de
tubos de 10 mL, heparinizados, para posteriores analises da citometria de fluxo. No
GLC, a coleta foi realizada apds o diagndstico histopatolégico da neoplasia, antes do

inicio do tratamento.

Apos diagndstico de linfoma cutaneo, 10 dos 12 animais foram submetidos a
tratamento quimioterapico no Servico de Oncologia Veterinaria do Hospital
Veterin8rio fiGovernador Laudo Natel o da FC
com protocolo de lomustina 70 a 90 mg/m?, pela via oral, a cada 21 dias, associada
com prednisona 1 mg/kg, pela via oral, a cada 24 horas, em dose regressiva por até

30 dias, de acordo com a evolucao clinica do paciente. Os outros dois animais ndo
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receberam tratamento por opcdo do proprietario, ndo sendo excluidos do
experimentos visto que a padronizacdo terapéutica nao fazia parte dos objetivos

experimentais.

4.4 Classificacdo histopatoldgica e imuno-histoquimica

As amostras de linfoma cutaneo fixadas em formol e posteriormente alcool
foram submetidas a processamento histolégico de rotina e posterior graduacéo
histopatoldgica realizada pelo Servico de Patologia da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias (FCAV) UNESP/Jaboticabal, classificando-os em linfoma
cutaneo epiteliotrépico ou ndo epiteliotrépico. A imuno-histoquimica dos mesmos foi
realizada no Laboratorio de Imuno-histoquimica do Servico de Patologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) UNESP/Botucatu, para
imunofenotipagem e expresséo tecidual das células T reguladoras, sendo a ultima

nos linfomas cutaneos e peles saudaveis.

4.4.1 Anticorpos empregados nas rea¢fes imuno-histoquimicas

A caracterizacdo do tipo celular predominante nos linfomas cutaneos foi
investigada, empregando-se para isso 0s anticorpos primarios marcadores de
linfécitos T (CD3) e de linfocitos B (CD79a), ambos contra antigenos humanos. A
expressdo de Foxp3, marcador de células Tregs, nos fragmentos cutaneos controle
e linfomatosos, foi avaliada empregando-se anticorpo anti-Foxp3, conforme

especificacdes no Quadro 1.
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Quadro 1. Anticorpos empregados nas reacfes imuno-histoquimicas em cortes
parafinados de fragmentos cutdneos caninos, com os respectivos clones
e diluicdes. Jaboticabal, 2017.

Anticorpos Clones Diluicbes
- P
Anti-CD3* (LinfécitosT) Dako F.7.2.38 1/100
Anti-CD79a** (Linfocitos B) Dako HM57 1/50
i *kk i
Anti-Foxp3 *** (Tregs) Everest Biotech 1/4000

* anticorpo monoclonal camundongo anti-humano
** anticorpo policlonal coelho anti-humano
*** anticorpo policlonal cabra anti-humano, canino e suino

4.4.2 Imunofenotipagem e expressao tecidual de Foxp3

O método de imuno-histoquimica empregado foi o polimero horseradish
peroxidase (HRP - Dako K4068), 3, 30 di ami nobenz(DAB nakot et r a
K3468-1) e LSAB 2 System-HRP (DakoCytomation Code K0672). Resumidamente,
os cortes de tecido (4mm) 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 concentracfes

decrescentes.

Na sequéncia, foi realizada a recuperacdo antigénica pelo calor, utilizando
uma solucdo de citrato pH 6,0 em panela de pressdo (Pascal®, Dako, Carpinteria,
CA, USA) por 30 segundos, a 128°C, aproximadamente. ApOs essa etapa, ao
atingirem a temperatura ambiente, as laminas contendo os cortes foram lavadas em
agua deionizada. A seguir foram incubadas em dois banhos de 10 minutos cada em
peréxido de hidrogéneo 3% (10V) para o bloqueio da peroxidase enddégena e entéao
lavadas em agua deionizada por cinco minutos. O bloqueio de proteinas
inespecificas foi conduzido com soluc¢do bloqueadora de reacao inespecifica (protein
block serum-free T catdlogo n°® X0909 i DAKO Corp.).

As laminas contendo os cortes foram incubadas com os anticorpos primarios

na diluicdo padronizada (Quadro 1), a 4°C overnight ,18 horas, para os anticorpos
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anti-CD3 e anti-CD79a, e 2 horas para o anticorpo anti-Foxp3. Depois, foram
novamente lavados em solucdo tampao de TRIS. Em seguida, as reacdes anti-CD3
e anti-CD79a foram incubadas com polimero Envision (Dako, Carpinteria, CA, USA),
e a reagdo anti-Foxp3 com LSAB, sendo posteriormente lavadas com TRIS, por trés
vezes. A coloracao foi obtida utilizando-se o DAB (DakoCytomation, Carpinteria,
USA) e a contracoloracdo pela Hematoxilina de Harris, 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 positivo. Para
controle negativo, foi realizada a substituicdo do anticorpo priméario por solucéo
tampao (TRIS).

As reacdes com o0s anticorpos anti-CD3 e anti-CD79a foram avaliadas de
acordo com a positividade e negatividade das marcacbes membranosas,
caracterizando imunofenotipo T e B, respectivamente, nos linfomas cutaneos.
Apenas animais com imunofenétipo T (CD3 positivo e CD79a negativo, Figura 1)
foram separados para este experimento, visto que um namero muito pequeno de

animais com imunofenadtipo B foi encontrado.

As reacbes com o anticorpo anti-Foxp3 foram avaliadas em campos
representativos do corte, com microscopio de luz em aumento de 40x (Figura 2).
Cinco campos foram avaliados e 100 células entre marcadas e ndo marcadas
contadas (considerando-se apenas marcacado nuclear como positiva), onde ao final
se extrairam as médias que representaram as porcentagens de expressdo de

células T reguladoras nos linfomas cutaneos e fragmentos de peles saudaveis.
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Figura 1. Fotomicrografias evidenciando imunofenotipagem de linfoma cutaneo
canino T. A. Marcacdo imuno-histoquimica membranosa positiva para
anticorpo anti-CD3; B. Marcagdo imuno-histoquimica negativa para
anticorpo anti-CD79a, caracterizando imunofenétipo T. Aumento de 40X.
Jaboticabal, 2017.

Figura 2. Fotomicrografia evidenciando marcac¢do imuno-histoquimica nuclear de
anticorpo anti-Foxp3 (seta) em fragmento de linfoma cutédneo canino.
Aumento de 40X. Jaboticabal, 2017.



17

4.5 Imunofenotipagem de subpopulacdes de linfocitos T, no sangue periférico,
por citometria de fluxo

Os animais do GC e GLC foram avaliados quanto as porcentagens de
subpopulacdes de linfécitos T presentes no sangue periférico, por citometria de

fluxo, através da técnica de Biller et al. (2007), descrita a seguir.

As células mononucleares foram isoladas a partir de 15 mL de sangue,
obtidos por pungéo venosa e acondicionados em tubos heparinizados. A seguir, 0
sangue coletado foi diluido (volume:volume) em solucédo PBS estéril e separado em
gradiente de Ficoll-Hypaque, com densidade 1.077g/L (Ficoll-Paque PLUS,
Amersham Biosciences, Suécia). Apds centrifugacédo a 720xg por 30 minutos, o anel
de células mononucleares foi coletado e ressuspenso em PBS e centrifugado a
720xg por 10 minutos. Descartado o sobrenadante, o anel de leucdcitos foi
ressuspenso em 2mL de tampdo de lise para hemacias ACK (NH4Cl - 0,15mM,
KHCOs - 10mM, EDTA - 0,1mM; pH=7,3), por 5 minutos, e novamente centrifugado.
As células lavadas foram ressuspensas em 1mL de PBS e posteriormente diluidas
(1:20) em azul de tripan 0,5% e contadas em camara de Neubauer.

As células foram divididas em seis tubos para cada animal, sendo: tubo 1 7
somente células sem marcacdo; tubo 2 T células marcadas com os isotipos
controles; tubo 3 7 células marcadas com os anticorpos anti-CD4 FITC, anti-CD8 PE
e PanT APC; tubo 4 i somente células sem marcacédo; tubo 5 i células marcadas
com o0s isotipos controles; tubo 6 T células marcadas com os anticorpos anti-CD4
FITC, PanT APC e anti-Foxp3 PE. Os isotipos controle e os anticorpos utilizados
encontram-se listados na Tabela 1. Nos tubos 1, 2 e 3 foram utilizadas 1 x 10°
células, e nos tubos 4, 5 e 6, utilizaram-se 2 x 10° células. As células dos tubos 4, 5
e 6 passaram pelo processo de permeabilizacdo de membrana, utilizando-se
solucbes de permeabilizacéo/fixacdo e de permeabilizacdo (eBioscience®, cat 00-
5223 e cat 00-8333, respectivamente), de acordo com as recomendacgbes do
fabricante. Antes de cada marcagdo, de membrana e intracitoplasmatica, 5uL de
soro autologo (previamente incubado em banho-maria a 56°C por 30 minutos), eram

acrescentados em cada tubo para bloqueio de reacdes inespecificas, e incubados



18

por 30 e 15 minutos, respectivamente. Ao final do processo eram adicionados,

100pL de solucdo PBS-formol 1%, para conservagéo das células.

Os estudos citofluorométricos foram realizados num prazo maximo de 24 horas
apos a coleta do sangue. As preparacoes 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
minimo, cinquenta mil eventos na gate de linfécitos foram coletados por tubo e
analisados no programa FACSDiva. Fluxogramas representando as escolhas dos

gates podem ser observados nas Figuras 3 e 4.

Os valores da relacdo Treg/CD8* foram obtidos através da razédo entre a
porcentagem de Treg (gate de linfocitos T) e a porcentagem de células CD8* (gate

de linfocitos T).

Tabela 1. Relacdo de isotipos controle e anticorpos utilizados na citometria de fluxo,
com seus respectivos fluorocromos e volumes utilizados. Jaboticabal, 2017.

Isotipos controle Marca Volume
Mouse IgG1-Negative Control FITC ~ AbD Serotec luL
Rat IgG2a Iso Control PE EBioscience luL
APC Mouse IgG1k Isotype Control BD Pharmingen™ luL
Anticorpos Marca Clone Volume
Rat anti dog CD4 FITC AbD Serotec YKIX302.9 1lpL
Rat anti dog CD8 PE AbD Serotec YCATES5.9 luL
APC mouse anti dog PanT cell markel BD Pharmingen™ FJK-16s luL

Anti mouse/rat Foxp3 PE EBioscience LSM 8.358 2uL
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Figura 3. Fluxograma representativo da gate de linfocitos (P1); a partir dela a gate
de linfécitos T (P2) e, a partir desta, a gate de linfécitos CD4* (Q4) e CD8*
(Q1), de um céo com linfoma cutaneo. Jaboticabal, 2017.
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Figura 4. Fluxograma representativo da gate de linfécitos (A); a partir dela a gate de
linfécitos T (B) e, a partir desta, a gate de linfocitos T CD4* Foxp3* (TreQ)
(C), de um cao com linfoma cutaneo. Jaboticabal, 2017.
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4.6 Analise dos resultados

Utilizou-se o teste T de amostras independentes, quando comparadas duas
variaveis que atendessem as suposi¢cdes de normalidade e homogeneidade.
Quando nao, utlizou-se o teste Mann Whitney. Quando foram comparadas 3
variaveis, foi feita uma analise de varidncia ndo paramétrica (Kruskal-Wallis),
seguida pela comparagéo aos pares pelo teste de Dunn. Para avaliagao de curva de
sobrevida, utilizou-se curva de Kaplan Meier, dividindo os resultados em baixo e alto
a partir do valor médio encontrado. Para a correlacdo entre técnicas utilizou-se o
teste de Spearman. 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

5.1 Classificacao histopatologica

De acordo com a localizacdo histologica das células neoplasicas no tecido
epitelial, os linfomas cutaneos foram classificados em epiteliotropico e nao
epiteliotrépico, sendo cinco (42%) e sete (58%), respectivamente, conforme

fotomicrografias ilustrativas abaixo.

Figura 5. Fotomicrografias representativas de analise histopatoldgica de linfomas
cutdneos em cdaes, apos coloragdo com Hematoxilina de Harris, em
aumento de 20X. A - Linfoma cutaneo epiteliotrépico, com invasao de

linfécitos neoplasicas na epiderme; B - Linfoma cutdneo néo
epiteliotropico, com epiderme livre de células neoplasicas. Jaboticabal,
2017.

5.2Avaliacéo da sobrevida dos pacientes

O tempo de sobrevida dos paciente com linfoma cutéaneo T foi calculado a partir
do diagndstico da neoplasia até o 6bito do animal, sendo encontrada uma média de
71 dias (x63,9), oscilando entre 17 e 180 dias, conforme Tabela 2. Um dos animais
(LC2) ndo retornou para atendimento e seu proprietario ndo atendeu as ligacoes

telefénicas, ndo sendo possivel determinar sua sobrevida.
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Tabela 2. Dados referentes a classificacdo histopatolégica, tratamento, distribuicéo
das lesdes, sobrevida e causa 6bito dos animais do Grupo Linfoma
Cuténeo. Jaboticabal, 2017.

Animal Histopatologico Tratamento D'St”bu'ﬁao Sobr_ewda C'agsa
das lesdes (dias) Obito
LC1 N&o Epiteliotrop.  Lomustina  Localizada 180 Eutanasia
LC2 N&o Epiteliotrop.  Ausente  Generalizada - -
LC3 Epiteliotropico | omustina  Localizada 80 Progressao
Neoplasica
LC4 Epiteliotropico | omustina  Generalizada 27 Progressao
Neoplasica
LC5 N&o Epiteliotrop. | omustina  Localizada 180 Progressao
Neoplasica
LC6 N&o Epiteliotrop. | omustina Generalizada 14 Progressao
Neoplasica
LC7 N&o Epiteliotrop.  Ausente  Generalizada 17 Progressao
Neoplasica
LC8 Epiteliotropico | gmustina  Generalizada 17 Eutanasia
LC9 Epiteliotropico | omustina  Generalizada 46 Progressdo
Neoplasica
Lc1o0  Nao Epiteliotrép. | omustina Generalizada 120 Progressdo
Neoplasica
LC11 Epiteliotrépico | omustina Generalizada 83 Eutanasia
Lc12  Nao Epiteliotrop. | omustina Generalizada 18 Progressado
Neoplasica
Média 71 (x63,9)

Ao avaliarmos os dados de sobrevida com

relacdo a classificacao

histopatolégica dos animais, ndo foi observada diferenca significativa entre grupos

(p=0,35), conforme pode ser visualizado na Tabela 3.
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Tabela 3. Dados referentes a sobrevida de acordo com a classificacédo
histopatoldégica dos animais do Grupo Linfoma Cutaneo. p=0,35.
Jaboticabal, 2017.

Classificacao histopatoléogica N Sobrevida (Dias)

Epiteliotropico 5 50,6 (£13)
Nao epiteliotrépico 7 88,1 (£33)

5.3 Expresséo tecidual de células Foxp3*

Com relagcdo a marcacao tecidual de Foxp3, através da técnica imuno-
histoquimica, fragmentos cutdneos saudaveis ndo apresentaram imunomarcacao,
sugerindo auséncia de células T reguladoras nestas amostras. Enquanto isto,
fragmentos de nodulos neoplasicos do GLC apresentaram meédia de 8% (x5) das
células teciduais imunomarcadas para Foxp3, demonstrando a presenca de células
positivas nesta neoplasia, com diferenca significativa entre grupos e p=0,0007
(Tabela 4 e Figura 6).

Tabela 4. Valores percentuais de células com expressao nuclear de Foxp3 (Células
T reguladoras), em fragmentos de linfoma cutdneo (LC), através de
técnica imuno-histoquimica. Jaboticabal, 2017.

Animais (GLC) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Foxp3 (%) 10 9 . 15 10 O 12 13 14 8 0 0
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Figura 6. Valores percentuais obtidos de expresséao tecidual de Foxp3 na pele de
cdes sadios (GC) e caes portadores de linfoma cutaneo (GLC). Os
resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média, *
p=0,0007 (n= 12 para o0 GC e 11 para o GLC). Jaboticabal, 2017.

Quando comparadas as porcentagens de células Foxp3+ entre as classificacfes
histopatoldgicas epiteliotrépico e nédo epiteliotropico, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (11+7 e 7+4,9, respectivamente), apenas entre 0s
mesmos e o GC, p=0,0011 (Figura 7).
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Figura 7. Valores percentuais obtidos de expresséao tecidual de Foxp3 na pele de
cées sadios (GC) e caes portadores de linfoma cutaneo epiteliotrépico
(GLC Ep.) e néo epiteliotropico (GLC NEp.). Os resultados estédo
apresentados como média * erro padrdo da média (n= 12 para o GC, 4
para 0 GLC Ep. e 7 para o GLC NEp.). Letras iguais ndo diferem
estatisticamente, p= 0,0011. Jaboticabal, 2017.
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Ao avaliarmos a distribuicdo da curva de sobrevida dividimos os animais do
GLC em baixa e alta expressdo de Foxp3 a partir do valor médio de expressdo do
mesmo, ndo sendo observada diferenca significativa entre a sobrevida dos

subgrupos (médias 83 e 27 dias, respectivamente) (p=0,677), conforme Figura 8.
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Figura 8. Curva de sobrevida dos animais com linfoma cutaneo e porcentagem
baixa e alta de células positivas para o anticorpo anti-Foxp3 no tecido
neoplasico, através de técnica imuno-histoquimica. Jaboticabal, 2017.

5.4 Quantificacdo das Subpopulagcfes de Linfocitos T no sangue periférico

5.4.1 Quantificacdo no GC X GLC

No presente estudo, cdes do GLC apresentaram maior média de
porcentagem de Tregs (na gate PanT CD4%) (10,84+1,18), quando comparados aos
animais do GC (5,67+0,89) (p=0,0021). Com relacdo as porcentagens das
subpopulacdes de células CD4* e CD8*, nado foram observadas diferencas
significativas entre os cédes do GC (51,01+4,92; 31,78%5,65, respectivamente) e 0s
cées do GLC (48,26+4,54; 30,32+4,82, respectivamente), com valores de p= 0,68 e
0,84.
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As médias dos grupos, juntamente com os erros padrdao das médias, estdo
apresentadas na Figura 9. Os valores individuais encontram-se nos Apéndices C e
D.
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Figura 9. Representacdo gréfica das subpopula¢gdes de linfocitos T no sangue
periférico de cdes sadios (GC) e caes portadores de linfoma cutaneo
(GLC). Os resultados estdo apresentados como média £ erro padrdo da
média. (n= 12 para o GC e 12 para o GLC). A. Valores percentuais
obtidos de células T reguladoras (Treg), * p=0,0021. B. Valores
percentuais obtidos de linfécitos T CD4*. C. Valores percentuais obtidos
de linfocitos T CD8*. Jaboticabal, 2017.

5.4.2 Quantificacdo nos diferentes tipos histopatolégicos de acordo com
0 epiteliotropismo

As porcentagens de Tregs nao apresentaram diferenga significativa entre os
animais com linfoma cutaneo epiteliotropico (9,52+1,41) e nao epiteliotropico
(11,79+1,76), apenas entre os ultimos e o grupo controle (5,67+0,89), com maior

porcentagem destas células no linfoma cutaneo nao epiteliotrépico (p=0,001).



