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AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA DE FOXP3 E COX-2 EM
LINFONODOS DE CAES COM LINFOMA MULTICENTRICO

RESUMO

O linfoma € uma neoplasia caracterizada por proliferacéo clonal de linfécitos
malignos e pode se originar na medula 0ssea, timo, baco, figado ou linfonodos.
Entretanto, pela continua migracdo dos linfocitos pelos diferentes tecidos do
organismo, pode desenvolver-se em praticamente qualquer érgdo. Trata-se de uma
das neoplasias malighas mais comuns em caes, representando de 8,5 a 9% de todos
0s tumores caninos e aproximadamente 90% das neoplasias hematopoiéticas.
Acredita-se que as células T reguladoras (Tregs) regulem as respostas imunes
fisiolégicas e sua participacao ja foi descrita em diversas enfermidades como doencas
infecciosas, alérgicas, neoplasicas, autoimunes e imunologia dos transplantes. Ha
evidéncias que as Tregs sub regulam a funcéo efetora contra tumores, resultando em
disfuncdo de imunoldgica. O numero de Tregs infiltradas no tumor foi correlacionada
positivamente com a expressao de ciclooxigenase-2 (COX-2) intratumoral em
paciente com cancer e a expressao de COX-2 associada a Treg pode contribuir
negativamente para o progndéstico dos pacientes. Deste modo, o tratamento com
inibidores de COX-2, como os antiinflamatérios nao esteroidais (AINES) € mais uma
estratégia para a supressao das Tregs. Neste contexto, este trabalho teve como
objetivo quantificar a expressdo das Tregs e da COX-2 por imunohistoquimica
utilizando os marcadores FoxP3 e COX-2 em 29 linfonodos de cdes acometidos por
linfoma multicéntrico e correlacionar com a sobrevida dos pacientes. Nao houve
diferenca significativa entre expressao de COX-2 e FoxP3 com a sobrevida dos
pacientes, porém os linfomas de imunofendtipo T apresentaram maior expressao de
FoxP3 em relacao aos B. Apesar da expressédo de COX-2 e FoxP3 no estudo em tela
nao apresentar correlagdo com a sobrevida dos pacientes, a expressdo desses
marcadores em linfomas multicéntricos torna o estudo do uso de inibidores de COX-2

promissor no tratamento dessa neoplasia em cées.

Palavras-chave: ciclooxigenase-2, imunohistoquimica, neoplasia, Tregs.
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1.INTRODUCAO

Anualmente, milhares de cées sao diagnosticados com os mais diferentes
tipos de neoplasia, fazendo com que a casuistica na oncologia veterinaria venha
tornando-se uma area em grande expanséao na clinica de pequenos animais, o que
esta intimamente relacionado com a maior longevidade destes animais, pelos novos
métodos de diagnosticos e pela conscientizagdo dos tutores.

Dentre as mais diversas neoplasias que possam acometer céo, o linfoma é
comprovadamente uma das principais delas, afetando principalmente caes a partir da
meia idade e sem predilecdo por género, porém pode acometer animais de qualquer
idade, até mesmo filhotes.

O linfoma canino € considerado o principal modelo experimental no
desenvolvimento de novas drogas citotdxicas antineoplasicas em humanos, pois além
de possuir grande similaridade anatdémica e fisiol6gica com os seres humanos, o tipo
mais comum de linfoma que acomete os cdes é também o0 mesmo visto em humanos.
Isso reforca o estudo de suas bases e processos envolvidos no cancer para o
desenvolvimento de novos farmacos especificos.

O estudo da carcinogénese é considerado a base para o desenvolvimento de
farmacos alvos, e mesmo a COX-2, sendo altamente estudada no cancer atualmente.
Infelizmente pouquissimos dados foram avaliados no linfoma, o que reforca a
necessidade da realiza¢do de novas pesquisas explorando essa area.

As células Tregs sd@o grandes aliadas do cancer, uma vez que o aumento
destas prejudica a atividade antitumoral, o que nos faz pensar sobre a necessidade
de maiores pesquisas para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
contra o cancer que possam levar a inibicdo da proliferacéo dessas células.

Portanto, sabe-se que a COX-2 e as células Tregs podem ser suprimidas com
uso de inibidores de COX-2 que € um medicamento de facil acesso na rotina clinica
de pequenos animais, portanto o estudo da participacdo dessas vias no
desenvolvimento de linfomas pode abrir espago para novas associagdes terapéuticas,

além dos protocolos ja citados.



2. JUSTIFICATIVA

Embora a quimioterapia padrdo com o protocolo CHOP possa prolongar a
sobrevida dos cédes com linfoma difuso de grandes células B, a cura ainda € rara,
fazendo com que o tratamento desses pacientes ainda seja um desafio crescente na
rotina oncoldgica, tornando-se necessaria a busca por novas modalidades
terapéuticas como as terapias alvos.

A participacao das células T reguladoras no desenvolvimento do cancer e sua
correlacdo com a expressdo de COX-2 é de suma importancia, uma vez que
pesquisas recentes sugerem que alguns farmacos séo utilizados para extinguir ou
suprimir as func¢des das Tregs, uma vez que o aumento da expressao da COX-2 pela
neoplasia ou pelo microambiente tumoral, estimula o desenvolvimento das Tregs.
Dessa forma, o tratamento com inibidores dessa enzima, como os anti-inflamatorios
nao esteroidais, € uma estratégia para a supressdo das Tregs e consequentemente

pode ser uma nova alternativa para o tratamento do linfoma em cées.



3.OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais
* Avaliar a expressao de COX-2 e FoxP3 atraves de imunohistoquimica em

linfonodos de caes com linfoma multicéntrico.

3.2. Objetivos Especificos

» Correlacionar a expressdo de COX-2 e FoxP3 com a sobrevida dos
pacientes.

» Comparar a expressao de FoxP3 e COX-2 entre diferentes imunofenotipos

de linfomas (B e T).



4.REVISAO DE LITERATURA

4.1. Linfomas em cées

O linfoma € uma neoplasia caracterizada por proliferacéo clonal de linfécitos
malignos, o qual origina-se na medula 6ssea, timo, baco, figado e linfonodos, devido
a continua migracao dos linfécitos pelos diferentes tecidos do organismo, mas por
serem células circulantes, tal afeccao pode desenvolver-se em praticamente qualquer
orgao (FIGHERA et al., 2002; VAIL & YOUNG, 2007; DALECK et al.,2008).

Nos cées o linfoma é uma das neoplasias mais comuns, representando de 8,5
a 9% de todos os tumores caninos (DOBSON & GORMAN, 1994). Acomete
principalmente animais de meia-idade ou idosos (GREENLEE et al., 1990; MOULTON
& HARVEY, 1990), ndo ha predilecdo sexual (VAIL & OGILVIE, 1998) e corresponde
a aproximadamente 90% das neoplasias do sistema hematopoiético nos caes
(ROSENTHAL & MACEWEN, 1990; MORRISON, 1998; FAN & LORIMIER, 2005).

A etiologia é multifatorial, sendo que fatores ambientais e genéticos estdo entre
as suspeitas causas, em seres humanos, felinos, bovinos, roedores, aves e alguns
primatas, esta bem documentada a etiologia viral, em alguns tipos de linfoma, porém,
no caso do linfoma em caes, ndo tem sido comprovado tal componente viral
(GREENLE et al., 1990; VALLI, 1993; JONES et al., 1997, MORRISON, 2005).

No Brasil, poucos sdo os levantamentos feitos sobre a incidéncia de linfoma em
caes, Fraguas (2008) registrou, entre 2003 e 2006, no Hospital Veterinario da FCAV -
UNESP Jaboticabal, 108 cédes acometidos, com predominancia de cées sem raca
definida (SRD), adultos jovens, sem predisposicdo entre os sexos. Resultados
semelhantes também foram obtidos em estudos retrospectivos de cdes com linfoma
realizados na regido de Botucatu — SP (CARDOSO et al., 2003) e na Regido Norte do
Parand (MORENO & BRACARENSE, 2007).

Habitualmente o linfoma canino é classificado em multicéntrico, alimentar,
mediastinal, cutaneo e extranodal, conforme sua distribuicdo anatémica (VAIL &
OGILVIE, 1998). Em estudo retrospectivo realizado na regido de Botucatu (SP) por
Sequeira et al. (1999), 91,2% dos animais acometidos por linfoma apresentavam a
forma multicéntrica.

Em relagdo a citomorfologia, as neoplasias linfomatosas podem ser
classificadas como sendo de alto, médio ou de baixo grau. De acordo com o0 esquema
de classificacdo histologica (Kiel ou National Cancer Institute), 80% dos linfomas

caninos sao similares aos linfomas nao-Hodgkin (LNH) humanos de médio e alto grau
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e, quanto a imunofenotipagem, podem ser classificados em linfomas T, linfomas B, ou
nulos (ndo B e ndo T) (MOULTON & HARVEY, 1990; JONES et al., 1997; DE MOURA
et al., 1999; SEQUEIRA et al., 1999; VAIL, 2000).

Os sinais clinicos do linfoma variam de acordo com a sua apresentacao
anatbmica e histologica (NELSON & COUTO, 2006). No linfoma multicéntrico
normalmente ocorre linfadenopatia bilateral dos linfonodos superficiais (DOBSON &
GORMAN, 1994), podendo estar associada a hepatomegalia e esplenomegalia
decorrentes da infiltracdo neoplasica (VAIL, 2000). Além disso, sinais clinicos tais
como intolerancia ao exercicio, taquipneia, dispneia, regurgitacao e anorexia, também
sdo descritos em decorréncia da compressado provocada pela linfadenopatia
mediastinal (CARDOSO et al., 2004).

O diagndstico esta fundamentado no exame fisico e nas avaliacGes
hematoldgicas, bioquimico-séricas e exames de imagem. Porém, o diagndstico
definitivo é feito por meio da avaliacdo citologica e/ou histolégica do 6rgao afetado
(FAN & KITCHELL, 2002; NELSON & COUTO, 2006).

O tratamento é baseado em protocolos quimioterapicos antineoplasicos, ja que
o linfoma € a neoplasia que melhor responde a essa modalidade de tratamento
(ROSENTHAL & MACEWEN, 1990; OGILVIE & MOORE, 1995). Segundo Macewen
& Young (1996), sem o tratamento, muitos caes vao a 6bito em quatro a seis semanas.
Um dos protocolos mais utilizados € o CHOP, que compreende a utilizacao das drogas
sulfato de vincristina, ciclofosfamida, doxorrubicina e prednisona (SUSAN &
ETTINGER, 2003). Ha relatos de que o referido protocolo é capaz de promover a mais
longa remisséo e o maior tempo de sobrevida para caes com linfoma (MORRISON,
2005).

4.2. Células T reguladoras e COX-2

As células T reguladoras (Tregs) sdo alvo de intensas pesquisas relacionadas
a funcdo como reguladoras das respostas imunes em condicdes fisiologicas e em
diversas enfermidades infecciosas, alérgicas, neoplasicas, autoimunes, bem como no
dominio da imunologia dos transplantes (COOLS et al., 2007). Essas células sao
oriundas do timo normal, como uma populacdo distinta e madura de células T com
diversos receptores especificos de células T auto reativos, a auséncia dessas esta
implicada diretamente no surgimento de doencas autoimunes, além de potencializar
a resposta imune contra aloantigenos e tumores (SAKAGUCHI et al.,, 2001,

SHEVACH, 2002). A principal funcéo das Tregs é regular negativamente as respostas
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imunes, garantindo a manutencdo de mecanismos ativos de supressdo (CRUVINEL
et al., 2008).

Sakaguchi et al. (1995) foi um dos primeiros a relatar as Tregs 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 doencas
autoimunes em camundongos. Em 2005, o mesmo grupo de pesquisadores verificou
que essas células T CD4+CD25+ representavam aproximadamente 10% das células
CD4+ periféricas em individuos saudaveis (SAKAGUCHI, 2005).

As Tregs podem ser classificadas como naturais ou induzidas. As naturais
constituem uma populagéo de células produzidas continuamente no timo, através do
estimulo de receptores de células T (TCR) (PICCIRILLO et al., 2002), em individuos
saudaveis, essas Tregs sao responsaveis pela manutencéo da tolerancia periférica e
da homeostase do sistema imune (BEACHER-ALLAN et al.,, 2001; WHITESIDE,
2014). As induzidas sao antigeno-especificas, diferenciadas a partir de células T
CD4+, ap0s exposicao a antigenos (SHEVACH, 2002), elas inibem as células T
efetoras por contato célula-célula e por secrecdo de mediadores sollveis, como TGF-
B e IL-10 (NAKAMURA et al., 2001; SAKAGUCHI et al., 2001). Em situacbes
patolégicas, Tregs naturais podem ser substituidas por Tregs induzidas, que se
desenvolvem em resposta a estimulos no microambiente e regulam varios tipos de
respostas durante a inflamacéo (WHITESIDE, 2014).

Do ponto de vista molecular o fator de transcricdo Forkhead box P3 (FoxP3)
€ predominantemente expresso nas Tregs timicas e periféricas. Células T naive
transfectadas com o0 mRNA para o gene FoxP3 adquirem caracteristicas de células
reguladoras tornando-se anérgicas e supressoras in vitro, além da expressao
fenotipica e producéo de citocinas e outras moléculas relacionadas as Tregs. Assim,
0 FoxP3 parece ser um gene de suma importancia no desenvolvimento e na fungéo
destas células (SAKAGUCHI, 2005; CRUVINEL et al., 2008). Apesar do FoxP3 ser
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 identificadas utilizando-se de 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).

Em humanos, no linfoma Hodgkin o microambiente tumoral € dominado por
células Th2 e por Tregs. O numero elevado de células Th2 esta associado com

significativo aumento no tempo de remissdo da doenca e, além disso, que a elevada
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razado Tregs/células Th2 tem resultado em uma reducédo significativa no tempo de
recidiva. Este fato leva a acreditar que as Tregs exercem efeitos inibitérios na resposta
imune antitumoral mediada por células Th2 e que estas Ultimas podem ter um papel,
além do esperado, na imunidade antitumoral (SCHRECK et al., 2009).

Em estudo com linfoma multicéntrico em cées realizado por Munhoz (2016),
relatou-se um aumento na porcentagem de Tregs no sangue periférico de cdes com
linfoma quando comparado ao grupo controle. Pinheiro et al., (2014) demonstraram
gue o aumento das Tregs em cdes acometidos com linfoma multicéntrico de células
B, esta relacionado a um pior prognadstico, sugeriram também que os caes com linfoma
B, em comum com pacientes humanos com Linfoma ndo-Hodgkin, abrigam um amplo
espectro de Tregs nos linfonodos acometidos, incluindo Tregs timicas.

As prostaglandinas possuem forte atividade moduladora dentro do sistema
imunologico, e exercem efeitos autdcrino e paracrino. A prostaglandina E2 (PGE2) se
liga aos receptores EP2 e EP4, aos quais estdo ligados a proteina G, que efetivamente
suprimem a resposta imune das células T (NATARAJ et al., 2001; VANG et al., 2003).
No sistema imune a ciclooxigenase-2 (COX-2) é induzida durante as reacdes
inflamatorias, e € a responsavel pela producdo de prostaglandina e tromboxano a
partir do acido araquidénico. A COX-2 € primariamente expressa em mondcitos
ativados e macréfagos, embora sua expressao também seja induzida em células T
ativadas (SIMMONS et al., 2004).

Existem duas isoformas da COX, a COX-1 e a COX-2, a primeira é expressa
em varios tipos de células e tecidos, exerce importante atividade enzimatica na fungéo
renal, na integridade da mucosa gastrica e na agregacao plaquetéria, j& a segunda
esta ausente em muitas células e tecidos, mas é induzida em resposta as citocinas
inflamatorias (DUBOIS et al., 1998), essa € expressa em varias doencas epiteliais
malignas, sendo em geral associada a um mau prognostico (SHIMIZU et al.,2010).

O aumento da PGE2 promove o desenvolvimento neoplasico devido a
estimulacdo do receptor cognato (EP), com subsequente aumento da proliferacao
celular, promovendo a angiogénese, inibindo a apoptose, estimulando a invasao
tumoral, e suprimindo a resposta imune antitumoral (WANG & DUBOIS, 2006).

Shimizu et al. (2010), demonstraram que o numero de Tregs infiltradas no
tumor esta correlacionada positivamente com a expressdo de COX-2 intratumoral em
paciente com cancer de pulméo de ndo pequenas células, e a inibicdo de COX-2 pode
suprimir a atividade tumoral por infiltracdo das Tregs, dessa forma, concluiram que a

utilizacado de um inibidor de COX-2 pode ser benéfico para o tratamento de pacientes



com aumento da expressdao de COX-2. Também observaram uma correlacdo com
uma menor sobrevida.

In vitro Mahic et al. (2006) demonstraram que a COX-2 depende da producao
de PGEZ2, representando o mecanismo imunossupressor para Tregs, e que o FoxP3
€ induzido de uma maneira autdcrina por PGE2. Tais resultados demonstraram um
Nnovo mecanismo de imunossupressao pelas Tregs.

Pesquisas recentes sugerem que alguns farmacos sao utilizados para
extinguir ou suprimir as funcdes das Tregs, pois 0 aumento da expressao da COX-2,
pela acao das células tumorais e inflamatorias locais, estimula o desenvolvimento das
Tregs, dessa forma, o tratamento com inibidores dessa enzima, como o0s
antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES), é uma estratégia para a supressado das
Tregs (YAQUB et al., 2008).

Lee et al. (2009) demonstraram que a utilizacdo de inibidor de COX-2
(celecoxib) no tratamento de tumores em camundongos levou a diminuicdo do
acumulo das Tregs, e observaram uma maior diminuicdo na dose de 100mg/kg
quando comparado com o de 10mg/kg. O estudo revelou que os niveis de PGE2
estavam aumentados no carcinoma pulmonar de Lewis nos camundongos controles,
e este alto nivel, diminui com o tratamento com inibidor de COX-2, da mesma forma,
a expressdo do FoxP3 que estava aumentada no grupo controle diminuiu no grupo
tratado com celecoxib. Além disso, 0 numero de metéstases reduziu
significativamente nos camundongos tratados com celecoxib.

Portanto, é de suma importancia quantificar a expresséo das Tregs e da COX-
2 por imunohistoquimica em linfonodos de cées acometido por linfoma multicéntrico,

correlacionando a sobrevida dos pacientes.



5.MATERIAL E METODOS

5.1. Grupos experimentais

Foram utilizadas 29 amostras de linfomas multicéntricos provenientes do
banco de tumores da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV/UNESP)
— Campus de Jaboticabal. Essas amostras foram provenientes de pacientes com
diagndstico citolégico de linfoma multicéntrico que foram submetidos a biopsia e
confirmacédo através do exame histopatologico em projeto anterior aprovado pelo
Comité de Etica de Uso Animal (CEUA — protocolo 027665/10).

O material foi coletado e fixado em solucdo tamponada de formol 10% por 24
horas e, posteriormente em alcool 70% para realizacdo do exame histopatoldgico e

de imunohistoquimica.

5.2. Avaliacao histopatoldgica

Com o objetivo de classificar as lesdes, foram realizados cortes histologicos
em micrétomo automético (Leica 2155) com espessuras de 3um, colocados em estufa
para desparafinizar e posteriormente corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina
(HE), para serem avaliadas de acordo com critérios estabelecidos pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS), 2002.

5.3. Técnica dareacdo de Imunohistoquimica

Para realizacdo da imunofenotipagem dos linfomas, foram utilizados os
anticorpos primarios anti-CD3 (DAKO polyclonal rabbit anti-human) para linfécitos T e
anti-CD79a (DAKO monoclonal mouse anti-human HM57) para linfécitos B, realizada
no Laboratério VetPat, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Felipe A. Ruiz Sueiro que
adota os critérios estabelecidos pela OMS. Para avaliar a expressdo de Tregs foi
utilizado o anti-FoxP3 (Everest Biotech EB05294), e para expressdao de COX-2
utilizou-se o anti-COX-2 (DAKO - clone cx-294), estes realizados pelo Servico de
Patologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV)
UNESP/Jaboticabal e também no Laboratério de Imuno-histoquimica do Servi¢o de
Patologia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ)
UNESP/Botucatu.

O método de imunohistoquimica empregado foi o complexo streptavidina-
biotina (sABC) desenvolvido por HSU et al. (1981). As laminas com o0s cortes em
parafina foram colocadas em estufa a 56°C durante uma hora. A desparafinizacao e

a desidratacdo foram realizadas em baterias de xil6is e alcodis em concentracdes
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decrescentes. Para a recuperacao antigénica, os anticorpos anti-FoxP3, anti-CD3,
anti-CD79a e anti-COX-2 foram submersos em tampéao Citrato (pH 6,0) em panela de
pressédo (PASCAL® - DAKO) ajustada a 125°C por 30 minutos.

Posteriormente a recuperacdo antigénica e resfriamento dos cortes, as
laminas receberam tratamento com solucdo de metanol e peréxido de hidrogénio
(metanol + H202 8%) para bloqueio da peroxidase endogena. Apds lavagem dos
cortes, estes foram incubados em leite desnatado (Molico®), durante 60 minutos para
bloqueio das proteinas inespecificas. Transcorridos os tempos de incubacédo, os
cortes receberam os anticorpos primarios diluidos em Antibody Diluent with
Background Reducing (Dako - REF S3022-1), sendo que para os anticorpos anti-CD3,
anti-CD79a e anti-COX-2 por 18 horas a 4°C e para o anticorpo anti-FoxP3 por 2 horas
a 27°C em camara umida. Seguindo a utilizacéo do kit LSAB (Sistema de Deteccao
Ultra Estreptavidina Universal, Dako Cytomation, Ref. K0O690), por 30 minutos para o
anticorpo anti-FoxP3 e Envision+Dual Link System HRP (Dako — REF K4061-1) para
os anticorpos anti-CD3 e anti-CD79a e para o anti-COX-2, Advanced® System (Dako
Cytomation, Inc., Carpinteria, CA) por 30 minutos.

Apos cada um dos tratamentos recebidos, as laminas foram lavadas em
solucéo TRIS, pH 7,4 trés vezes por cinco minutos cada, excetuando-se a etapa entre
o bloqueio das proteinas inespecificas e a incubacdo com o anticorpo primario. As
reacOes foram reveladas pelo substrato cromogénico 3,3 diaminobenzidina (Cod. SK-
4100- DAB Vector Laboratéries, Burlingame, CA, EUA), e contra corados pela
Hematoxilina de Harris por 60 segundos, e entdo lavados em agua corrente por 10
minutos. A desidratacao dos cortes foi feita em gradiente crescente de alcodis e xilbis,
seguidas pela montagem em laminula em meio permanente Entelan (Ref.
1079610100, Merck, KGaA, Darmstadt, Germany). As laminas foram lidas em cinco
campos representativos do corte com microscopio em aumento de 40x e coloragdo de
Hematoxilina de Harris. Cinco campos foram lidos e 100 células marcadas e néo
marcadas contadas, onde ao final se extrairam as médias que representaram as
porcentagens de expressdo de células T reguladoras, células B, células T e COX-2,

este Ultimo em aumento de 10x.

5.3.1. Avaliacédo do score de COX-2 e FoxP3
Para analise da expresséo de COX-2, foram criados scores de 0 a 4, sendo 0
negativo para expressao, 1 quando expresso até 25%, 2 para 26 a 50% de expressao,

3 de 51 a 75% e 4 para aqueles que possuissem expressao maior que 75%. Para
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analise de expressao de FoxP3 foi utilizada a mesma escala de score adotada para

classificacao da expressdo de COX-2.

5.4. Anélise de Resultados

Para as analises dos dados numeéricos obtidos da avaliacdo imunohisquimica
de COX-2 e FoxP3 assim como dados relacionados ao tempo de sobrevida e
imunofendtipo dos pacientes, utilizou-se o teste de Spearman com valor de p < 0,05
considerado significativo (ZAR, 1999). O programa utilizado para obtencdo dos
resultados foi o GraphPad Prism 5 (GraphPad Prim5 software package, GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Classificacdo imunofenotipica e sobrevida dos pacientes

Das 29 amostras de linfomas multicéntricos avaliados, 20/29 (69%) foram
diferenciadas em linfomas B e 9/29 (31%) em linfomas T, nenhuma amostra foi
diferenciada em linfocito misto ou null cell conforme pode ser observado na Tabela 1.
A maior prevaléncia de linfomas B em estudos com cées € algo consolidado dentro
da oncologia veterinaria. Dados epidemiolégicos de estudos realizados nos EUA com
175 casos de linfoma apontaram para maior prevaléncia dos linfomas B (76% dos
casos), seguidos dos linfomas T (22%) e linfomas ndo B ndo T (2%) (RUSLANDER et
al. 1997). Ponce et al. (2010) avaliaram o perfil imunofenotipico do linfoma canino na
Franca. Os autores avaliaram 608 casos de linfoma, sendo a ocorréncia de linfomas
B a mais prevalente (63,8%) seguida de linfomas T (35,4%). No Brasil, recentemente
foi realizado um estudo com 203 casos de linfomas multicéntricos caracterizados
seguindo a classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), e os linfomas de
tipo B também foram mais prevalentes (71,92%), seguidos de linfomas T (26,6%) e
linfomas ndo B ndo T (1,48%) assim como ja havia sido demonstrado em outros
estudos (FRACACIO et al. 2017).

Tabela 1. Caracterizacdo de Imunofenadtipo celular em linfonodos de cdes com linfoma
multicéntrico. Descalvado, 2018.

] CARACTERIZACAO DE IMUNOFENOTIPO
IMUNOFENOTIPO

(n) (%)
LINFOCITOS B 20 68,97
LINFOCITOS T 9 31,03
LINFOCITOS NAOBNAO T 0 0
TOTAL 29 100%

Em relacdo a sobrevida dos pacientes com linfoma multicéntrico, que foi
calculado a partir do diagndéstico da neoplasia até o ébito do animal, obteve-se uma
média de 52,8 semanas para aqueles classificados com imunofenétipo B e 26,13
semanas para os classificados como T, conforme observado em Tabela 2. Um dos
animais estudados nao retornou para atendimento e seu tutor ndo atendeu as ligagbes

telefénicas, ndo sendo possivel determinar sua sobrevida. A maior prevaléncia de
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linfomas de imunofenétipo B associado ao fato de esses apresentarem maiores

sobrevidas é algo bem consolidados na oncologia veterinéria.

Tabela 2. Dados referentes a classificagdo imunofenotipica e tempo de sobrevida em
semanas dos animais do Grupo Linfoma Multicéntrico. Descalvado, 2018.

SOBREVIDA (SEMANAS) SOBREVIDA (SEMANAS)

ANIMAL IMUNOFENOTIPO B IMUNOFENOTIPO T
LM1 37 )
LM2 56 )
LM3 70 )
LM4 51 )
LM5 - 4
LM6 51 )
LM7 49 )
LM8 - 10
LM9 - 16
LM10 79 )
LM11 - 9
LM12 27 "
LM13 76 "
LM14 12 )
LM15 140 )
LM16 54 ”
LM17 42 "
LM18 60 )
LM19 19 )
LM20 92 )
LM21 19 )
LM22 - 12
LM23 - 139
LM24 21 )

LM25 21 -
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LM26 80 -
LM27 - 1
LM28 - 18
LM29 - *
MEDIA 52,8 26,13

*N&o retornou para atendimento e seu tutor ndo atendeu as ligag6es, ndo sendo possivel determinar sua sobrevida.

A determinacdo do imunofendtipo apresenta caracteristicas importantes devido
ao fato de ser considerado fator progndéstico independente uma vez que estudos
sugerem que os linfomas de origem T apresentam menores taxas de sobrevida
guando comparados aos de imunofendtipo B. No estudo de Ruslander et al. (1997) o
tempo livre de doenca e a sobrevida média dos pacientes com linfomas B foi
respectivamente de 160 e 330 dias, enquanto que nos animais com linfomas T essas

variaveis foram respectivamente de 52 e 153 dias.

6.2. Expresséo de Ciclooxigenase-2 (COX-2) e correlacdo com sobrevida

De acordo com a avaliagdo da expressao de COX-2, 12/29 (41,4%) foram
negativos para expressédo de COX-2, em que 8 (66,7%) eram linfomas do tipo B e 4
(33,3%) linfomas T. Dos 17/29 (58,6%) que foram positivos para COX-2, 12 (70,6%)
foram do tipo B e apenas 5 (29,4%) eram linfomas T. De acordo com a classificacédo
em score para aqueles que foram positivos para COX-2, 8 (47,1%) foram classificados
em score 2 (7 de imunofenétipo B e apenas 1 T), 4 (23,5%) em score 3 (1 de
imunofendtipo B e 3 do imunofendtipo T) e 5 (29,4%) foram classificados em score 4

(4 imunofendtipo B e 1 T). Nenhuma amostra apresentou score 1 (tabela 3).

Tabela 3. Expressdo de COX-2 em linfonodos de cdes com linfoma multicéntrico.
Descalvado, 2018.

i EXPRESSAO DE COX-2 DE ACORDO COM IMUNOFENOTIPO
IMUNOFENOTIPO

0 1 2 3 4

LINFOCITOS B 8 0 7 1 4
LINFOCITOS T 4 0 1 3 1
TOTAL 12 0 8 4 5

O=negativo; 1=1-25%; 2=26-50%; 3=51-75%; 4>75%.

Embora diversos trabalhos tenham demonstrado a correlagcdo entre a alta
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expressdo de COX-2 com sobrevida dos pacientes, no estudo em tela ndo houve
diferenca estatistica (p=0,95) entre os pacientes com COX-2 positiva ou negativa.
Curvas representativas da sobrevida com relacdo aos parametros de COX-2 positiva
e negativa encontram-se na Figura 1. Porém é importante observar que apesar de nao
haver diferenca de sobrevida entre os pacientes, 17 destes, foram positivos para
expressdo de COX-2 no linfonodo, o que torna o uso de inibidores de COX-2 no

tratamento do cancer algo promissor a ser estudado no tratamento de linfomas.

P=0.95

-=- COX2 positive
—— COX2 negative

Percent survival

) |
100 150
Survival (weeks)
Figura 1. Curva de sobrevida dos animais com linfoma multicéntrico

positivos e negativos para expressao de COX-2. Ndo ha relacdo entre a
sobrevida e a expressao de COX-2. Descalvado, 2018.

Foram propostos varios mecanismos pelos quais a expressdo de COX-2 e
consequentemente a superproducdo de prostaglandinas nas células tumorais
contribuem para a carcinogénese. Dentre estes mecanismos, podem ser citados a
inibicdo da apoptose, a inducdo de angiogénese, o estimulo a proliferacdo celular, o
aumento na capacidade de invasdao tumoral (favorecendo o0os mecanismos de
metastase) e a supressao do sistema imune, que tem papel fundamental no combate
a células tumorais (YU et al., 2003; MOHAMMED et al., 2004; HELLER et al., 2005;
GROSCH et.al.2006; KANAOKA et al., 2007; DHAWAN et al., 2008).

A diminuicdo da apoptose, que ocorre devido a expressdo de COX-2 nas
células neoplasicas, faz com que aumente o tempo de sobrevida das células e
consequentemente favoreca o acumulo de mutacdes genéticas sucessivas,

contribuindo para a progresséo do tumor (KANAOKA et al., 2007). Diversos estudos
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correlacionam a expressao de COX-2 e seus efeitos sobre 0 mecanismo de apoptose.
Um estudo em carcinomas de células de transicdo de bexiga em humanos
demonstrou correlacdo entre a expressdo de COX-2 e a expressao de survivina, uma
proteina membro da familia das proteinas inibidoras de apoptose (JANG e LEE, 2009).

A superexpressdo de COX-2 também esta relacionada com o aumento na
expresséo de fatores de crescimento vascular, e consequentemente com 0 processo
de angiogénese, que € considerado um mecanismo fundamental para o
desenvolvimento tumoral uma vez que contribui para a nutricdo das células
neoplasicas e € uma importante via para disseminacdo destas células durante o
processo de metastase (GROOT et al. 2007; KANAOKA et al., 2007).

Demonstrou-se uma correlacdo positiva entre a expressao de COX-2 e a
expressdo de fator de crescimento endotelial vascular em tumores de mama em
humanos (GROOT et al., 2007). Jones et al. (1999) demonstraram que tanto o uso de
inibidores seletivos de COX-2 como os nao seletivos inibem a angiogénese por meio
de efeitos diretos no endotélio celular.

Outro mecanismo fundamental para o desenvolvimento de metastase e
progressdo de um tumor, é a capacidade de invasdo das células neoplasicas em
outros érgdos. Para que isso ocorra, € necessario que haja uma perda da adeséo
celular ao tecido de origem permitindo a mobilidade e invasdo em outros tecidos.
Estudos demonstraram que o0 aumento na expressao de COX-2 esta relacionado ao
aumento na atividade de determinadas proteinas, como € o caso da metaloproteinase,
enzima responsavel pela digestdo do colageno na matriz intercelular, permitindo o
rompimento das barreiras e invasao tecidual (KANAOKA et al., 2007). No estudo de
cancer de colon, foi observado que células que expressavam maior quantidade de
COX-2 apresentavam maior potencial de invasdo celular e metastase quando
comparadas com células que expressavam uma menor quantidade de COX-2
(GROOT et al., 2007).

Apesar do estudo em tela ndo demostrar a expressdao de COX-2 como fator
prognostico o fato de 58,6% das amostras serem positivas para a marcagao, torna o

estudo do uso de inibidores de COX-2 no tratamento do linfoma algo promissor.

6.3. Expresséo de Forkhead box P3 (FoxP3) e correlagdo com sobrevida

Em relacdo a expressdo de FoxP3, 13/23 (56,5%) foram negativos e
classificadas em score 0, sendo que 10 (76,9%) eram de imunofenétipo B e 3 (23,1%)
de tipo T. Apenas 10/23 (43,5%) dos casos tiveram classificagcéo positiva para FoxP3,



17

sendo 9/10 (90%) classificadas em score 1 (7 de imunofendtipo B e 2 do tipo T), 1/10
(10%) foi classificado em score 2 (imunofenétipo T), nenhuma amostra foi classificada
como scores 3 e 4 (tabela 4). Seis amostras nao tiveram analise da expresséo de
FoxP3.

Tabela 4. Expressdo de FoxP3 em linfonodos de cédes com linfoma multicéntrico.
Descalvado, 2018.

EXPRESSAO DE FOXP3 DE ACORDO COM

IMUNOFENOTIPO IMUNOFENOTIPO
0 1 2 3 4
LINFOCITOS B 10 7 0 0 0
LINFOCITOS T 3 2 1 0 0
TOTAL 13 9 1 0 0

0= negativo; 1= 1-25%; 2= 26-50%; 3= 51-75%; 4>

A expressao de FoxP3 € um dos marcadores mais fidedignos para avaliacédo
da expresséao de células Tregs. O’Neill et al. (2009) observaram aumento significativo
das Tregs em cdes com cancer em relagdo aos do grupo controle, as maiores
porcentagens de Tregs foram relatadas em cdes com carcinoma, seguidas de
sarcoma, linfoma e mastocitoma. Outros ensaios mostraram que as células Tregs
apresentaram-se numericamente aumentadas no sangue periférico de cdes com
metastases quando comparados aqueles sem metastases, sendo que nos pacientes
com tumores em estagios mais avancados hd um aumento das células T, isso sugere
que as Tregs sao capazes de promover imunotolerancia as células tumorais por
suprimirem a imunidade tipo 1, o que poderia favorecer o aparecimento de metastases
(HORIUCHI et al., 2009).

No presente estudo foi possivel observar que a alta expressao de FoxP3 foi
maior em linfomas T (figura 2). Alguns autores discutem que esse é um marcador
indireto para pior sobrevida, uma vez que quanto maior a expressao de FoxP3, maior
sera o infiltrado de Tregs. Schreiber (2007) demonstraram que o FoxP3 em cancer de
colon em humanos pode predizer um pior prognéstico, devido a maior invaséo local
por provavel modulagdo da capacidade do sistema imune em identificar as células
neoplasicas. Pesquisas tem observado que o FoxP3 possui um fator importante para
inicializacdo do céancer, e que esse também teria um papel na evolucdo, sendo

adotado como um indicador de mau progndstico também no carcinoma papilifero de
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tireoide em humanos (LADOIRE et al., 2010; NEVES JUNIOR et al., 2013).
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Figura 2. Valores percentuais obtidos de
expresséo tecidual de FoxP3 em linfonodos de
caes portadores de linfoma multicéntrico de células
B (B-cell) e de células T (T-cell). Maior expressao
de Tregs nos linfomas T comparado aos linfomas
B (P=0.02). Descalvado, 2018.

Apesar do aumento de FoxP3 estar correlacionado com aumento de células
Tregs e isso estar associado a pior sobrevida, no presente estudo nédo houve diferenca
entre a expressdo de FoxP3 em linfonodo e a sobrevida dos pacientes conforme

demonstrado em Figura 3.
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Figura 3. Curva de sobrevida dos animais com linfoma multicéntrico
positivos e negativos para expressado de FoxP3. Auséncia de relacao entre
a sobrevida e expressado de FOXP3. Descalvado, 2018.

Alguns autores associam fatores prognésticos como tempo livre de doenca,
resposta ao tratamento e sobrevida do paciente aos valores de Tregs e relacéo
Treg/CD8+ expressados (O’NEILL et al., 2009; BILLER et al. 2010). Munhoz et al.
(2016) também ndo encontraram valor prognéstico quando correlacionaram valores
de Treg/CD8+ e resposta terapéutica em cées com linfoma multicéntrico submetidos
a tratamento quimioterapico. Portanto, a ndo observacao desses resultados em nosso

estudo pode estar relacionado com o baixo numero de animais.

6.4. Correlacao entre FoxP3 e COX-2

Existem poucos trabalhos que correlacionam a COX-2 e FoxP3, e ainda que
esses tenham demonstrado a correlacao positiva entre COX-2 e a expressédo FoxP3,
em nosso estudo nao foi possivel encontrar os mesmos resultados, conforme pode

ser observado na Figura 4.
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Figura 4. Curva de correlacdo entre a expressado de
FoxP3 versus expressdo de COX-2 em linfonodos de
animais com linfoma multicéntrico. Auséncia de
correlacdo entre a expressdo de FOPX3 e COX-2
Descalvado, 2018.

Tominaga et al. (2010) sugere em seu estudo realizado com melanoma canino,
que o aumento da expressdo de TGF-B, de ciclooxigenase-2 (COX-2) e de
prostaglandina E2 produzidas pelo tumor levaria a atracdo e proliferacdo local de
células CD4+ FoxP3+, além da converséo in situ de células CD4+ em Tregs, gerando
assim a expansao seletiva de Tregs em tecidos infiltrados promovendo o crescimento
de células tumorais. Em estudo realizado com pacientes portadores de cancer de
pulm&o, os autores demonstraram que a alta infiltracdo de FoxP3 e Tregs intratumoral
estavam positivamente correlacionados com a expressdo intratumoral de COX-2
(SHIMIZU et al.,2010). Estudo realizado com camundongos demonstrou que ha uma
rede imunossupressora dependente de COX-2 no microambiente em céancer de
pulméo de ndo pequenas células humanas (CPNPC), e que a COX-2/PG2 induzida
por tumores levou a inducao da expressao de FoxP3, resultando em um aumento na
atividade das células Tregs (SHARMA et al, 2005).

A correlagdo de COX-2 e FoxP3 é bem estabelecida em tumores soélidos, porém
nao foi observado correlagéo no estudo com linfoma multicéntrico canino, sugerindo
que talvez existam mecanismos diferentes na patogenia entre tumores solidos e
hematopoiéticos e que, a dosagem de células Tregs no sangue periférico de cades com
linfoma podem sugerir resultados diferentes ao encontrado no linfonodo, tornando

esse campo de estudo promissor para pesquisas futuras.
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7. CONCLUSOES

Nas condicdes de realizacdo deste ensaio e em funcdo dos resultados aqui

encontrados, conclui-se que:

v

O linfoma multicéntrico canino de células B tem maior prevaléncia (69%)
guando comparados aos de células T e a sobrevida média para estes pacientes
€ superior aos caes com linfoma T

Mais da metade dos cdes acometidos por linfoma multicéntrico expressam
COX-2, porém, mesmo com a alta expressdao de COX-2, ndo foi possivel
correlacionar com a sobrevida dos pacientes neste estudo.

Embora a maior parte das amostras ndo tenham sido positivas para expressao
de FoxP3 no presente estudo, foi possivel observar que, quando expressado,
os linfomas de células T possuem maior expressao do que B. Mesmo o FoxP3
sendo correlacionado com o aumento de Tregs e consequentemente uma pior
sobrevida, em nosso estudo nao foi demonstrado tal correlagéo, podendo este
fato estar relacionado ao baixo niumero de animais.

N&o foi demonstrado positivamente a correlacdo entre COX-2 e a expressao
de FoxP3, sugerindo possiveis mecanismos diferentes em sua patogenia e a
dosagem de células Tregs no sangue periférico podem também diferenciar-se
dos obtidos em linfonodos.

Apesar da expressao de COX-2 e FoxP3 no estudo em tela ndo apresentar
correlacdo com a sobrevida dos pacientes, a expressao desses marcadores em
linfomas multicéntricos torna o estudo do uso de inibidores de COX-2 promissor

no tratamento dessa neoplasia em caes.
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