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RESUMO

SILVA, M. C. L. Distribuicdo do colageno e dos fibroblastos associados ao cancer nos
linfomas caninos. Botucatu, 2018. 104 p. Tese (Doutorado) Faculdade de Medicina

Veterinéria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

A interacdo entre células neoplasicas e estroma influencia na génese, amplificacéo/ inibicéo
tumoral e cinética das drogas antineoplasicas. O fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) é uma citocina envolvida na angiogénese tumoral, relacionada a sobrevida dos
pacientes. Dentre os componentes celulares, os fibroblastos associados ao cancer tém papel
fundamental na progressao tumoral e secretam diversas citocinas, incluindo o VEGF. Assim,
0s objetivos deste trabalho foram caracterizar a distribuicdo, arranjo e quantidade das fibras
de colageno e reticulina no estroma dos linfomas caninos através dos métodos de Picrosirius
Red e reticulina, avaliacdo imuno-histoquimica dos colagenos tipo | e Ill, do VEGF e a-
SMA. Sessenta linfomas foram agrupados de acordo com o imunofenédtipo e grau. O
colageno tipo 11l foi o predominante. As porcentagens e escores de marcacao da reticulina,
coladgeno e VEGF foram diferentes entre os grupos e imunofendtipos, sendo que o linfoma T
de alto grau exibiu os maiores niveis tanto de colageno, reticulina e VEGF. Houve correlagao
entre expressdo de VEGF e indice proliferativo. A expresséo de a-SMA foi semelhante entre
0s grupos, imunofenotipos e graus. Como conclusdo, a maior densidade de componentes
fibrosos e niveis de expressdo de VEGF nos linfomas T poderia, a0 menos em parte,
contribuir para o pior prognostico apresentado por pacientes com esse tipo de tumor. Ainda,
0 VEGF tem potencial como marcador prognostico no linfoma canino e o uso de farmacos
anti-angiogénicos deveria ser avaliado levando-se em consideracdo o imunofendtipo e grau

e provavelmente seria mais eficaz em animais com linfomas T.

Palavras-chave: linfoma, céo, estroma, imuno-histoquimica



ABSTRACT

SILVA, M. C. L. Collagen and cancer associated fibroblasts distribution on canine
lymphoma. Botucatu, 2018. 104 p. Tese de Doutorado, Universidade Estadual Paulista,

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

Neoplastic cells interaction with stroma influences tumorigenesis, amplification or inhibition
of tumor progression and anticancer drugs kinetics. Vascular endothelial growth factor
(VEGF) is a crucial cytokine implicated in tumoral angiogenesis and survival and among
cellular components cancer associated fibroblasts play a role on tumour progression,
secreting various cytokines, including VEGF. Therefore, the aim of this study was to
characterize fibres distribution, arrangement and amount on stroma evaluated in Picrosirius
Red and reticulin stained slides as well as in type | and 111 immunolabelled sections of canine
lymphoma, in addition to the immunoexpression of VEGF and a-SMA on neoplastic
lymphoma cells and stroma, respectively. Sixty lymphomas were divided into four groups
according to immunophenotype and grade. Type Il was the preponderant collagen. Staining
percentage and scores of reticulin and collagen, as well as scores of VEGF immunolabelling,
were significantly different between groups and immunophenotypes, with high-grade T-cell
lymphomas exhibiting the largest quantities. Additionally, VEGF was positively correlated
with proliferation index. There was no difference regarding a-SMA expression within
groups, immunophenotypes or grades. In conclusion, the greater density of fibrous
components on T-cell lymphomas, combined with bigger VEGF levels, could, at least
partially, explain the poorer prognosis for patients presenting those tumours. Furthermore,
VEGF has potential as a prognostic marker for canine lymphoma, and the use of anti-
angiogenic drugs should be investigated taking into account immunophenotype and grade

and animals with high-grade T-cell tumours would probably benefit more from its use.

Key words: lymphoma, dog, stroma, immunohistochemistry



1. INTRODUCAO

Atualmente, a importancia do microambiente tumoral para o desenvolvimento e
progressdo do cancer é bem caracterizada. O microambiente tumoral inclui células como os
fibroblastos, células do sistema imune, células endoteliais, bem como a matriz extracelular
(MEC), proteases e citocinas. Estes elementos em conjunto participam de uma conversa
complexa com as células neoplésicas, interacdo a qual afeta o crescimento, angiogénese e
metastase (CHOU et al., 2013).

A MEC da suporte para adesdo de células e transmite sinais através de receptores de
adesdo celular de superficie. A MEC contém colagenos, glicoproteinas ndo colagenosas e
proteoglicanas. Outros constituintes, como por exemplo, tenascina, fibronectina e isoformas
de laminina, sdo encontrados na MEC dos tumores e podem estimular a progressao do
cancer (EGEBLAD; WERB, 2002).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é uma glicoproteina que promove a
proliferacdo e crescimento de células endoteliais. Ela é sintetizada por diversas células de
forma fisiologica, tais como macrofagos, neutréfilos, linfécitos, entre outras, além de atuar
na angiogénese tumoral, sendo produzida inclusive pelas proprias células tumorais
(FERRARA et al., 1992; FERRARA, 1993; KIM et al., 1993; FUKUMURA et al., 1998).
Ja foi constatado que a determinacdo do VEGF pode auxiliar na avaliacdo da resposta a
terapia. Ainda, o desenvolvimento de drogas antiangiogénicas pode contribuir para o
tratamento de neoplasias (PLATT et al., 2006; ADELFINGER et al., 2015).

Os fibroblastos presentes em uma neoplasia, denominados fibroblastos associados ao
cancer (FAC), sdo um componente importante do estroma e tém um papel crucial na
angiogénese, proliferacdo, invasividade e metastase do cancer (BHOWMICK et al., 2004;
DONG et al., 2004; MURATA et al., 2011; HARPER; SAINSON, 2014). As células
neoplésicas sdo instaveis e sofrem mutacdo com frequéncia, jA& os FAC sdo estaveis no
microambiente tumoral, o que faz desses um alvo ideal para terapia contra o cancer (ISHII
etal., 2016).

Os linfomas ndo-Hodgkin sdo as neoplasias hematopoiéticas mais comum nos cées e
sdo semelhantes ao linfoma humano em muitos aspectos importantes, dentre eles,

caracteristicas biologicas e formas de tratamento. Dado ao grande numero de cées



domiciliados e a alta incidéncia de linfoma, o cdo representa um recurso pouco aproveitado
para 0 avango no entendimento e tratamento do linfoma humano, o que leva também a uma
melhora no diagndstico e tratamento do proprio cdo (RICHARDS; SUTER, 2015).

Nesse contexto, a caracterizacdo do estroma tumoral nos linfomas caninos pode
auxiliar no entendimento do comportamento desta neoplasia. A determinacgdo dos tipos de
coldgeno e a avaliagdo do VEGF, assim como a detec¢do da presenca de FAC, podem
contribuir para melhorar o conhecimento  sobre o microambiente dos linfomas,

principalmente quando relacionados aos diferentes subtipos dessa neoplasia.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os linfomas ndo-Hodgkin (LNH) sdo as neoplasias hematopoiéticas mais comuns nos
cdes e sdo compostos por um grupo heterogéneo de tumores sendo os diferentes subtipos
definidos com base em caracteristicas morfologicas, patofisiologicas e comportamento
clinico (ITO et al.,, 2014; RICHARDS; SUTER, 2015). O cdo apresenta semelhancas
importantes com o0s humanos em relacdo a essa doenca, como incidéncia, frequéncia,
biologia tumoral, influéncias ambientais, aberracGes genéticas e tratamento (DOBSON,
2013; ITO et al., 2014; RICHARDS; SUTER, 2015). Por estas razfes tem sido proposto
como modelo de ocorréncia espontanea para o estudo dos LNH humanos (PONCE et al.,
2010; MARCONATO et al., 2013; COMAZZI et al., 2014; ITO et al., 2014; RICHARDS;
SUTER, 2015).

As classificagdes utilizadas no estudo dos linfomas caninos tém seguido os esquemas
daquelas propostas para os linfomas humanos (PONCE et al.,, 2010). Em 2002, foi
publicada a Histological Classification of Hematopoietic Tumors of Domestic Animals
(VALLI et al., 2002), que se baseia na classificacdo da WHO para os linfomas humanos
(JAFFE et al., 2001). Nesta classificacdo os linfomas dos animais, inclusive de cées, sao
subdivididos por imunofendtipos e graus, com a intencdo de que haja correspondéncia entre
0s tipos descritos, o comportamento biolégico e a resposta a terapia, assim como é
observado nos tumores humanos (VALLI et al., 2002).

A classificagcdo da WHO lista mais de 30 subtipos, e muitos deles se assemelham aos
subtipos humanos. No entanto, o reconhecimento de entidades patoldgicas especificas com
base em uma combinacdo de morfologia, imunofenotipagem, genética, molecular e as
caracteristicas clinicas ainda ndo esta estabelecida em oncologia veterinaria (COMAZZI et
al., 2014).

Um estudo testou a aplicagdo do sistema da WHO para a classificacdo de linfomas
caninos por veterinarios experientes, mas ndo hematopatologistas. A taxa de consenso entre
os patologistas foi de 83%, concluindo-se que, mesmo os ndo especialistas, podem alcangar
um alto grau de acuracia na aplicacdo desta classificagdo (VALLI et al., 2011).

Por outro lado, um estudo realizado em 608 casos de linfoma em cées, comparou a

classificagdo de Kiel atualizada e a classificagdo da REAL-WHO humana. Foi observado



que a maioria das entidades clinico-morfoldgicas, inicialmente caracterizadas pela
classificagcdo de Kiel, apresentam uma similaridade com as relatadas pelo sistema de
classificacdo da WHO. No entanto, a comparacao direta entre as duas classificacfes parece
ainda dificil, devido a necessidade de se ampliar as informacdes sobre os dados clinicos e a
resposta ao tratamento (PONCE et al., 2010).

Apesar de haver uma tendéncia recente de maior utilizacdo da classificacdo da WHO
para 0s animais domésticos para o linfoma canino, a Kiel atualizada tém seu valor, isso
porque a divisdo dos tumores pelos graus € muito mais clara nessa classificacdo
(LENNERT, FELLER, 1992; PONCE et al., 2010; VALLI et al., 2002; VALLI et al.,
2011).

Independentemente do critério utilizado, a determinacdo do indice proliferativo pela
quantificacdo da expressdo do antigeno Ki-67 pode resultar em um aumento na acuracia das
classificacbes dos linfomas caninos. Além disso, uma correlacdo positiva foi observada
entre a proporcao de células positivamente marcadas pelo Ki-67 e a morfologia celular, o
imunofenotipo, o grau de malignidade e a sobrevida dos animais (SUZANO et al., 2008;
PONCE et al., 2010; SIERRA MATIZ et al., 2018).

Tem havido interesse crescente em relacdo aos componentes do estroma e de sua
participacdo na amplificacdo ou na inibicdo da progressdo tumoral (XU; WANG, 2017).
Além disso, a cinética das drogas antineoplasicas no interior dos tumores é influenciada
pela condutividade intersticial, sendo esta determinada pela quantidade e densidade da
matriz extracelular (MEC) e pela fibrose do estroma (MATSUMURA, 2012).

Deve-se considerar que a interacdo entre as células neoplasicas dos LNH e o estroma
ndo é um evento passivo, nem aleatrio. E um processo complexo, altamente regulado,
durante o qual estas células sdo atraidas e retidas nos tecidos em resposta a interacfes com
as células estromais. A génese tumoral é reconhecida como um processo dependente da
comunicacdo ativa e permanente entre as células malignas e varios componentes estromais
em seu microambiente (XU; WANG, 2017).

A MEC regula o desenvolvimento e a homeostase tecidual e sua desregulacdo
contribui para a progressdo tumoral. Ela serve ndo apenas como suporte para a organizagéo

tecidual, mas também estd envolvida nos mecanismos bioquimicos e biofisicos que



direcionam o crescimento, a sobrevivéncia, a migracéo e a diferenciacdo celulares, além de
modular o desenvolvimento vascular e a fungdo imune (PICKUP et al., 2014).

Modificacdes geneticas nas células tumorais iniciam e impulsionam o tumor, mas o
cancer progride dentro de uma MEC dindmica que modula virtualmente todas as facetas do
comportamento das células tumorais e das células estromais associadas ao tumor. Assim, o
sucesso na prevencdo do cancer e dos protocolos de tratamento requer uma compreensao
aprofundada dos mecanismos de feedback entre a MEC em evolucdo, as células tumorais e
o0 estroma celular associado ao tumor (PICKUP et al., 2014).

A MEC consiste em uma grande variedade de macromoléculas, que variam de tecido
para tecido em termos de composicdo e do elenco de estruturas especificas presentes
(THEOCHARIS et al., 2016). Seus principais constituintes sdo as proteinas fibrosas, como
o0 colageno, elastina, fibronectina, lamininas, glicoproteinas, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos (BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003; THEOCHARIS et al., 2016).

A MEC pode ser classificadas em matriz intersticial, que circunda as células, e matriz
pericelular, que esta em contato intimo com a célula, como a membrana basal
(THEOCHARIS et al., 2016). Estes dois dominios tém em comum a presenca de um
suporte de colageno (BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003), sendo este o elemento
predominante (KADLER et al., 2007).

O colageno tipo | é o principal colageno fibrilar da MEC, proporcionando forca de
tensdo e limitando a capacidade de distensdo tecidual (VENNING et al., 2015). A
deposicdo anormal deste tipo de colageno € uma das alteracdes mais bem documentadas em
varios tipos de tumor (PROVENZANO et al., 2008). Na verdade, o colageno | esta
envolvido na inducdo e manutencdo do fenotipo invasivo (VENNING et al., 2015). O
colageno tipo Il predomina na parede dos vasos sanguineos e copolimeriza com o
colageno tipo | (BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003).

Ja foi relatada a reducdo da capacidade invasiva e metastatica de neoplasias mamarias,
como consequéncia da inibicéo da sintese de colageno (GILKES et al., 2013; XIONG et al.,
2014). Além disso, fibras colagenas alinhadas em angulo perpendicular a superficie do
tumor facilitam e promovem a invasao celular, demonstrando que ndo s6 a quantidade de
fibras, mas também sua orientagdo, sdo importantes para o desenvolvimento do fenotipo
invasivo (ZHANG et al., 2013).



Tradicionalmente, coloragcbes como as de Van Gieson e véarias formas de tricromico
tém sido utilizadas para detectar fibras de coldgeno em cortes de tecido (RICH e
WHITTAKER, 2005). No entanto, estas coloragdes podem ndo ser as ideais. O Picrosirius
Red em combinacdo com o &cido picrico € um método de coloracédo seletivo para o tecido
conjuntivo e tem sido utilizado para diferenciar as fibras de coldgeno (WEATHERFORD,
1972). A molécula alongada deste corante reage com o coldgeno e realca a birrefringéncia
normal destas fibras, alinhando-se paralelamente com o eixo longitudinal de cada molécula
de colageno (ALLON et al., 2006).

Se os cortes corados pelo método do Picrosirius Red sdo observados sob polarizagao,
as cores exibidas pelas fibras delgadas, compostas por procolageno ou por fibras
patoldgicas, variam entre o verde e o amarelo-esverdeado e as cores das fibras espessas, de
arranjo compacto normal, variam entre o alaranjado e o vermelho. Assim, as cores das
fibras guardam relacdo com a espessura, a densidade e o arranjo espacial (DAYAN et al.,
1989).

O método do Pricrosirus Red associado a microscopia de polarizacdo tem sido
utilizado em estudos na medicina humana, relacionados a diversos tipos de fibrose
(CAMPBELL et al., 2011; COLEMAN, 2011) e de condi¢des patoldgicas (KOREN et al.
2001; ALLON et al., 2006), tais como nevus e lesdes odontogénicas (TRAU et al, 1991;
HIRSHBERG et al, 1996; HIRSHBERG et al, 1999). Além disso, 0 método do Picrosirius
Red associado a microscopia de polarizacdo poderia ajudar a diferenciar os tumores
malignos dos benignos em casos duvidosos, seja no arranjo ou na espessura das fibras de
coladgeno (ALLON et al., 2006).

Nos animais domésticos essa técnica ja foi utilizada em equinos, nas endometroses
(COSTA et al.,, 2017) e na avaliacdo da distiribuicdo do colageno nos sarcoides equinos
(WILLIAMS et al., 1982; SCARELLI, 2015). Fibras delgadas de coloracdo verde,
consideradas como imaturas ou patoldgicas, predominam no limite do tumor com o tecido
normal em um dos tipos mais agressivos de sarcoide equino, 0 que pode estar relacionado
com a capacidade infiltrativa da neoplasia (SCARELLI, 2015).

Né&o existem dados sobre a utilizagdo do método do Picrosirius Red na avaliacdo do

colageno em processos neoplasicos de origem linfoide, seja no homem ou nos animais



domesticos. Esta avaliagdo permitiria correlacionar estes achados com os diferentes
subtipos da neoplasia e seu comportamento bioldgico.

A imuno-histoquimica € uma técnica que tambem pode ser utilizada para a
diferenciacdo dos tipos de colageno, tendo sido realizados varios estudos com esta
finalidade em diversos 6rgdos e em diferentes espécies (TEKGUL et al., 1996;
AUGSBURGER; HENZI, 2008; COSTA et al., 2017). Assim, a confrontacdo dos dados
referentes a distribuicdo e arranjo do colageno, obtidos pelos métodos histoquimicos e
imuno-histoquimicos, podem permitir a caracterizagdo do estroma dos tumores linfoides.
Esta caracterizacdo se torna importante na medida em que as fibras coladgenas sdo o
principal constituinte da MEC e guardam relagdo estreita com a atividade fibroblastica
presente no microambiente tumoral (OHSHIO et al., 2015).

Além disso, estudos recentes sugeriram a hipOtese de que o silenciamento de
determinados genes, como 0 C-P3H e o C-P4H, podem contribuir para o aparecimento dos
linfomas humanos como resultado da biossintese aberrante de coldgeno, ma formacao de
membrana basal ou outras anormalidades do coldgeno promotoras de neoplasia
(HATZIMICHAEL et al., 2012).

A reticulina, método a base de prata que cora as fibras reticulares, pode auxiliar no
diagndstico de processos patolégicos, detectar a presenca, severidade e padrdo da deposi¢cdo
de reticulina em diversos distarbios hematoldgicos, inclusive o linfoma (THIELE et al.,
1999; AHLUWALIA et al., 2003; TALAULIKAR et al., 2008). Na leucemia ha evidéncias
de que maior quantidade de reticulina fornece protecdo relativa para as células contra a
quimioterapia, sendo observado menor duracio de remissdo nesses pacientes (NOREN-
NYSTROM et al., 2008). Acredita-se que em neoplasias com maior nivel de fibras de
reticulina as células podem estar mais protegidas contra sinais de apoptose (NATH et al.,
2011).

Além dos componentes estruturais da MEC, outras moléculas sdo fundamentais para o
desenvolvimento de neoplasias isso porque a sobrevivéncia e o crescimento do tumor
dependem do aporte de oxigénio e de nutrientes, e sdo dependentes da neovascularizacao,
que por sua vez é estimulada por fatores pré e antiangiogénicos estocados na MEC
(PICKUP et al.,, 2014). Em condicgbes fisiologicas o VEGF (fator de crescimento do

endotélio vascular) é essencial para a formacéo de vasos sanguineos em embrides, inducgéo



da permeabilidade vascular e estimulo da proliferacdo endotelial, e nos tumores estimula a
angiogénese e a metéstase (GIANTIN et al., 2012). O VEGF é produzido por diversas
células tumorais além de algumas células estromais associadas ao tumor (FERRARA;
DAVIS-SMYTH, 1997; FUKUMURA et al., 1998; POWELL et al., 2013).

Nos linfomas humanos o VEGF tem potencialmente duas fungdes, aumentar a
angiogénese e a proliferacdo e/ou sobrevivéncia das células tumorais induzida por
sinalizacdo autécrina (GRATZINGER et al., 2010). A expressdao de VEGF por células
neoplasicas foi demonstrada em subtipos agressivos de linfoma incluindo Linfoma de
Células T Periférico (LCTP), Linfoma de Células T Angioimunobléastico, Linfoma Difuso
de Grandes Células B (LDGCB), Linfoma de Células do Manto, Linfoma Primariamente de
Efusdo e tumores indolentes como Leucemia Linfocitica Cronica/ Linfoma Linfocitico de
Pequenas Células (LLC/LLP) (FOSS et al., 1997; CHEN et al., 2000; KAY et al., 2002;
POTTI et al., 2002; CANNON et al., 2003; ZHAO et al., 2004; GRATZINGER et al.,
2007; GRATZINGER et al., 2008).

Expressdo aumentada de VEGF foi associada com areas de transformacdo de linfomas
de células B indolentes para LDGCB agressivos e subgrupos com prognéstico ruim nos
LDGCB (SHIPP et al., 2002). Além do VEGF, receptores de VEGF séo expressos por
diversas celulas de linfoma, particularmente LLC e subtipos agressivos de LNH,
implicando mecanismos autocrinos e paracrinos de sobrevida mediada pelo VEGF (FOSS
etal., 1997; DOUSSIS-ANAGNOSTOPOULOU et al., 2002; WANG et al., 2004).

A elevacdo sérica de VEGF antes do tratamento em pacientes com LDGCB prediz a
resposta a terapia e sobrevida ap6s a quimio-imunoterapia e pode ajudar a estratificar esses
pacientes em grupos de risco (DULETIC-NACINOVIC et al., 2016). Em pacientes com
LDGCB do tipo ABC (células B ativadas) refratarios ou com recorréncia da doenca,
menores niveis de VEGF s&o associados a progndstico bom (BROSEUS et al., 2017). Jiang
e colaboradores (2016) realizaram uma metanélise e verificaram que pacientes com
LDGCB com maiores niveis de VEGF exibem sobrevida geral menor, o que significa que a
expressao desse marcador pode ser um determinante prognéstico independente nesses
pacientes. Em LNH de forma geral o VEGF também é considerado como um fator
prognostico (YANG et al., 2015).



Em cées foram observados niveis plasmaticos de VEGF mais elevados nos animais
portadores de linfoma, quando comparados aos niveis presentes em animais sadios,
havendo correlacdo com o sub-estadio b da classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude
(WHO) (GENTILINI et al., 2005). Trabalhos recentes sinalizaram que os linfomas T,
principalmente os de alto grau, expressam mais intensamente VEGF do que os linfomas B e
o tecido linfoide sadio (ARESU et al., 2012; ARICO et al., 2013). Além disso, sugerem
como fator preditivo a reducdo dos niveis séricos de VEGF que ocorre durante o tratamento
quimioterapico (ARESU et al., 2012).

H& aumento de angiogénese tumoral quando comparado a linfonodos normais nos
tecidos de cées, assim, animais com linfoma sdo candidatos em potencial para tratamento
com agente antiangiogénicos, somados a quimioterapia padrdo, independente do grau da
neoplasia (WOLFESBERGER et al., 2008; RODIGHERI et al., 2015). Assim, a
determinacdo do VEGF além de poder atuar como fator progndstico em neoplasias caninas,
tem o potencial de integrar o protocolo de tratamento. A eficdcia de drogas
antiangiogénicas foi comprovada em linhagem celular de carcinoma e adenoma mamario,
carcinoma prostatico e sarcoma de tecidos moles (STM) e em modelo xenografico murino
parao STM (PLATT et al., 2006; ADELFINGER et al., 2015).

O microambiente tumoral é composto por varias populacdes de células estromais,
entre as quais estdo fibroblastos, células endoteliais e macrofagos, que influenciam a
regulacao do crescimento neoplasico, a imunidade tumoral e a resposta a quimioterapia e a
radioterapia (REGAN et al., 2016). A interacdo com as células estromais afeta a
agressividade e a motilidade das células tumorais, e em Gltima analise, sdo responsaveis
pela disseminacdo da neoplasia (MUELLER; FUSENIG, 2004).

Os fibroblastos associados ao cancer (FAC) sdo o componente estromal dominante no
microambiente tumoral, sendo responsaveis pela geracdo de estimulos tumorigénicos
(OHSHIO et al., 2015). FAC sdo comumente identificados pela expresséo de alfa-actina de
mausculo liso (aSMA) (PAUNESCU et al. 2011). Entre suas func¢des na progressao tumoral
esta a secrecdo de fatores de crescimento, além de citocinas imunossupressivas (MURATA
etal., 2011; HARPER; SAINSON, 2014).

Os FAC sdo também caracterizados pela expressdo de niveis elevados de proteases e

proteinas da matriz extracelular, que podem influenciar a progressdo tumoral
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(BHOWMICK et al., 2004). J& foi demonstrado em estudos que utilizaram modelos
animais, que o VEGF derivado dos FAC tem funcdo importante na angiogénese tumoral
(DONG et al., 2004).

A presenca destas células ja foi observada no estroma de diversas neoplasias malignas
humanas, incluindo as de mama, rim, figado, bexiga, cOlon e préstata, sendo
frequentemente associada a um prognéstico pior (KELLERMANN et al.,, 2007,
SUROWIAK et al.,, 2007; SWIETLICKI et al., 2013). Ao que tudo indica, séo
particularmente numerosas dentro do estroma de carcinomas metastaticos e invasivos
(SWIETLICKI et al., 2013).

A cocultura de células neoplésicas de tumores mamarios de cadela com FAC resultou
em um microambiente que promoveu a adesdo, a angiogénese e a transicdo epitelial-
mesenquimal (KROL et al., 2012). Além disso, através de um experimento com modelo de
cultivo celular tridimensional, verificou-se que a penetracdo de drogas no tumor é menor
naqueles com maior proporgéo de FAC (JAGANATHAN et al., 2014).

Quando a sua disposicao espacial em relacdo aos outros componentes do estroma dos
carcinomas é analisada, os FAC sd0 mais evidentes no estroma mesenquimal “jovem”, em
areas que correspondem a uma invasdo primaria do estroma, ou mais consistentemente, na
periferia da lesdo, sendo pouco desenvolvidos ou ausentes no centro da area esclerética
destas neoplasias (SCHURCH et al, 1981).

A interacdo entre o tumor e o estroma é um pré-requisito para a progressao tumoral e
assim, um passo critico neste sentido € a transi¢do dos fibroblastos para FAC e a deteccdo
deste tipo celular no estroma nos indica um progndstico pior (ALILI et al., 2014). Além
disso, estas células tém sido consideradas como possiveis alvos terapéuticos em estudos
experimentais que utilizam modelos de linfoma murino (OHSHIO et al., 2015) e também
em linfomas humanos, principalmente nos tumores de células T indolentes (RUAN et al.,
2006). Entretanto, ndo existem dados sobre a identificacdo dos FAC em linfomas caninos.

Em vista do que foi aqui apresentado, pode-se afirmar que a importancia do estroma
para a neoplasia vai além de sua influéncia no desenvolvimento e progressao tumoral. Ele
tem sido apontado também como parte importante na resposta a quimioterapia
(MINCHINTON; TANNOCK, 2006). De forma geral, a resisténcia as terapias antitumorais

é atribuida a mutacGes geneticas, amplificacdo de genes ou alteracOes epigenéticas que
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influenciam a absorcdo, 0 metabolismo ou a eliminacdo das drogas pelas células
individualmente (TREDAN et al., 2007).

Porém, a efetividade da terapia depende da capacidade da droga de penetrar no tecido
do tumor e atingir todas as células tumorais em concentracfes potencialmente letais
(KURTOVA et al., 2009). Desse modo, a cinética da distribuicdo da droga dentro do tumor
é considerada uma funcdo da condutividade intersticial que é determinada pela quantidade e
densidade de MEC e pela fibrose do estroma (TREDAN et al., 2007).

Isso vem sendo estudado também nas neoplasias linfoides. Ha evidéncias que sugerem
que a interacdo entre as células neoplasicas no linfoma de células do manto e as células do
estroma, no microambiente tumoral, seja na medula 6ssea ou em o&rgdos linfoides
secundarios, leve a progressdo da doenca promovendo a sobrevivéncia das células, seu
crescimento e também a resisténcia a acdo das drogas antineoplasicas (BURGER; FORD,
2011).

Desta forma, enquanto o tratamento convencional elimina a maior parte das células
neoplasicas, células residuais podem permanecer protegidas em nichos de tecidos,
recebendo sinais de células acessorias que permitem a persisténcia de doenca residual e a
recorréncia (KURTOVA et al., 2009). Baseado nesse conceito, 0 microambiente do linfoma
tem se tornado uma area de pesquisa em crescimento e testes clinicos iniciais, que tém
como alvo a interrupcdo da interacdo entre as células tumorais e seu microambiente, tém
mostrado resultados promissores (BURGER; FORD, 2011).



7. CONCLUSOES

e As fibras coldgenas mostraram padrdo variado de arranjo e distribuicéo,
correspondendo as fibras de colageno Il um padrdo mais delicado e as fibras de
colageno | um padréo mais denso.

e Nos linfomas de imunofenétipo T o arranjo denso do colageno foi mais acentuado
do que nos linfomas de imunofendtipo B.

e As fibras de reticulina s&o mais abundantes nos linfomas de imunofendtipo T.

e Os linfomas caninos estudados exibem células mesenquimais que expressam alfa-
actina de musculo liso ndo havendo variacao entre os imunofendtipos ou graus.

e Nos linfomas ocorre a expressdo de fator de crescimento endotélio vascular pelas
células neoplasicas, sendo maior nos linfomas de imunofenétipo T do que nos

linfomas de imunofendtipo B. Sendo mais acentuada nos linfomas T de alto grau.
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