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RESUMO

PINTO, M.P.R. Tumores mamarios caninos: relacdo da versikina com o perfil linfocitico e o
microambiente tumoral. Salvador, 2024. 103p. Tese (Doutor em Ciéncia Animal nos Trdpicos)
— Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade Federal da Bahia, 2024.

Foram realizados dois experimentos distintos utilizando cadelas portadoras de carcinoma
mamario, com o objetivo de avaliar a expressdo da VKINA no microambiente tumoral e sua
possivel correlacdo com a resposta linfocitica e desfecho da doenga em cadelas com tumores
mamarios malignos. No primeiro experimento foram selecionadas 65 cadelas divididas em quatro
grupos: controle (GC: n=13), carcinomas mamarios (CM: n=12), carcinomas em tumores mistos
(CTM: n=33) e carcinossarcomas (CSS: n=7). As pacientes foram submetidas a avaliagdo clinica,
laboratorial, mastectomia, realizada a caracterizacao clinico-patoldgica do tumor, morfologia do
infiltrado inflamatdrio, imuno-histoquimica com marcacdo para VKINA, imunofenotipagem do
sangue periférico e tumores por citometria de fluxo, além da andlise de sobrevida. Os resultados
indicam gue em tumores mamarios malignos de cadelas ha predominio intratumoral de linfdcitos
TCD4* em relagdo aos linfocitos TCD8*. Em contrapartida, 0s tumores que possuem maior
expressdo de TCD8" apresentaram melhor progndstico. A alta expressdo de VKINA (>120)
apresentou uma correlagdo direta com a graduagédo histologica e o TGFB* mas ainda nao pode ser
considerada um marcador prognoéstico independente. Em conclusdo, a alta expressdo de VKINA
(>120) pode interferir na agressividade tumoral, e estudo das suas intera¢cdes podem auxiliar na
compreensdo da sua capacidade imunomoduladora, sobretudo em diferentes tipos histoldgicos,
trazendo novas perspectivas prognoésticas e terapéuticas, tanto para cadelas quanto para as
mulheres. No segundo experimento um total de 46 cadelas foram selecionadas e divididas em trés
grupos: controle (GC: n=13), CTM grau | (CTM 1. n=22), CTM grau II/1lIl (CTM: n=11). As
pacientes foram submetidas a avaliag&o clinica, laboratorial, mastectomia, caracterizacdo clinico-
patologica do tumor, morfologia do infiltrado inflamatorio intratumoral imunofenotipagem do
sangue periférico e tumores por citometria de fluxo, avaliagdo de VKINA por imuno histoquimica,
além da anélise de sobrevida. Os resultados indicaram que 0 componente mesenquimal associado
a matriz mixoide contribui para maior graduacao, metéstase nodal e menor sobrevida em CTM, a
IL12 possivelmente auxilia o CTM | no combate tumoral, os tumores de maior agressividade (grau
[1/111), apresentaram maior infiltrado de TCD4* e TGF-B* e expresséo de VKINA na matriz
extracelular. Assim, sugere-se que o CTM tem um microambiente caracteristico dependendo do
seu grau de agressividade. O componente mesenquimal, a alta expresséo de TGFB™ e VKINA
influenciam na agressividade do tumor, enquanto a IL12 em CTM 1| auxilia no combate tumoral.
Esse é o primeiro estudo a trazer arelacdo da VKINA com IL12 e TGFB* nesse subtipo histoldgico.

Palavras-chave: matriz extracelular, imunovigilancia, linfécitos, cancer de mama, microambiente
tumoral, matriquinas



ABSTRACT

Two separate experiments were performed using bitches with mammary carcinoma to evaluate the
expression of VKINA in the tumor microenvironment and its possible correlation with the
lymphocytic response and disease outcome in bitches with malignant mammary tumors. In the
first experiment, 65 bitches were divided into four groups: control (CG: n=13), mammary
carcinomas (CM: n=12), carcinomas in mixed tumors (CMT: n=33), and carcinosarcomas (CSS:
n=7). The patients underwent clinical and laboratory evaluation, mastectomy, clinical-pathological
characterization of the tumor, morphology of the inflammatory infiltrate, immunohistochemistry
with VKINA staining, and immunophenotyping of peripheral blood and tumors by flow cytometry,
in addition to survival analysis. The results indicate that in malignant mammary tumors of bitches
there is an intratumoral predominance of TCD4* lymphocytes about TCD8* lymphocytes. In
contrast, tumors with higher expression of TCD8™ presented a better prognosis. High expression
of VKINA (>120) directly correlated with histological grading and TGFB* but cannot yet be
considered an independent prognostic marker. In conclusion, high expression of VKINA (>120)
may interfere with tumor aggressiveness, and the study of its interactions may help in
understanding its immunomodulatory capacity, especially in different histological types, bringing
new prognostic and therapeutic perspectives, both for female dogs and for women. In the second
experiment, a total of 46 female dogs were selected and divided into three groups: control (GC:
n=13), CMT grade | (CMT I: n=22), and CMT grade II/I1l (CMT: n=11). The patients underwent
clinical and laboratory evaluation, mastectomy, clinical-pathological characterization of the tumor,
morphology of the intratumoral inflammatory infiltrate, immunophenotyping of peripheral blood
and tumors by flow cytometry, and assessment of VKINA by immunohistochemistry, in addition
to survival analysis. The results indicated that the mesenchymal component associated with the
myxoid matrix contributes to higher grading, nodal metastasis, and lower survival in MSC, 1L12
possibly helps CMT I in tumor combat, the most aggressive tumors (grade I1/111) presented greater
infiltration of TCD4* and TGF-B*, and expression of VKINA in the extracellular matrix. Thus, it
Is suggested that MSC has a characteristic microenvironment depending on its degree of
aggressiveness. The mesenchymal component, the high expression of TGFB*, and VKINA
influence tumor aggressiveness, while IL12 in CMT I helps in tumor combat. This is the first study
to show the relationship between VKINA and IL12 and TGFB* in this histological subtype.

Keywords: extracellular matrix, immunosurveillance, lymphocytes, breast cancer, tumor

microenvironment, matrikines
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de modelos animais para o estudo de neoplasias humanas tem se mostrado
uma abordagem valiosa na oncologia comparada e translacional (GRAY et al., 2020;
KUPPUSAMY etal., 2023; KWON et al., 2023; VALENZA et al., 2023). Em particular, 0 modelo
canino tem emergido como uma importante ferramenta para a investigacdo de tumores mamarios,
dada a sua alta incidéncia e semelhanca com os tumores mamarios humanos em termos de
prevaléncia, etiologia, patogénese, classificacdo histopatoldgica, subtipos moleculares,
heterogeneidade e perfis de mutacdo (PINHO et al., 2012; SALAS et al., 2015; NUNES, et al.,
2018; GRAY et al., 2020; KWON et al., 2023).

E crescente o reconhecimento da relevancia do microambiente tumoral na progressio e
agressividade das neoplasias mamarias, tanto em humanos (EKICI et al., 2022; HANAMURA, et
al., 2022; VALENZA et al., 2023), quanto em caninos ((DAMASCENO et al., 2012; ESTRELA-
LIMA et al., 2010). Um componente chave desse microambiente é o proteoglicano versican
(VCAN), que, através da acdo das enzimas ADAMTS (desintegrina e metaloproteinase com
dominios trombospondina), é convertido em um fragmento bioativo conhecido como versikina
(VKINA) (WHIGT et al., 2014; NANDADASA et al., 2014; PAPADAS et al., 2020). A VKINA
possui propriedades pré-apoptdticas e é capaz de induzir a expressao de citocinas inflamatdrias,
modulando o microambiente tumoral (McCULLOCH et al., 2009; HOPE et al., 2016). Desta
forma, tanto o VCAN quanto a VKINA aparentemente, podem influenciar o potencial de
agressividade tumoral (CHENG et al., 2020; DAMASCENO et al., 2012; LINDAHL et al., 2017;
REIS et al., 2019).

Os dados observados na literatura atual sugerem que a VKINA pode influenciar a
infiltracdo de linfocitos TCD8* e a resposta inflamatdria, fatores que estdo diretamente
relacionados a agressividade tumoral e ao prognostico da doenca (DAMASCENO et al., 2012;
(HOPE et al., 2016; DHAKAL et al., 2019). Em modelos de mieloma humano, a VKINA tem sido
associada a inducéo de citocinas inflamatorias por macréfagos e a infiltragdo de linfocitos TCD8*
anérgicos, o que sugere um papel complexo na interacdo entre células tumorais e o sistema
imunolégico (HOPE et al., 2016; DHAKAL et al., 2019). Em relagdo aos tumores mamarios
caninos, acredita-se que a VKINA pode estar relacionada aos processos iniciais de progressao
tumoral, além de ter correlacdo direta com os Linfécitos Infiltrantes do Tumor (TILS) e células de

sangue periférico (SOUZA et al., 2024 - in press). No entanto, 0s mecanismos pelos quais a
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VKINA influencia a progressdo tumoral e sua relagdo com as células imunes no microambiente

tumoral ainda néo estdo completamente elucidados.

Desta forma, propde-se avaliar a expressdao de VKINA em tumores mamarios caninos e
sua correlagdo com o infiltrado inflamatdrio, agressividade tumoral e o desfecho clinico da doenga.
Este estudo pode contribuir para a compreensdo dos mecanismos subjacentes a progressao tumoral

em cdes, e para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas em oncologia mamaria
humana.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 NEOPLASIA MAMARIA

O céancer de mama em mulheres apresenta alta frequéncia em todas as regides do Brasil,
com estimativa de 73.610 casos novos para o ano de 2023, o que representa uma taxa ajustada de
incidéncia de 41,89 casos por 100.000 mulheres (INCA, 2022). De forma semelhante, em cadelas
a frequéncia de neoplasias mamarias malignas supera a incidéncia de 70% nessa espécie
(CASSALLI, 2000; PASTOR et al., 2018; NUNES, et al., 2018).

A doenca em ambas as espécies compartilha aspectos semelhantes na sua prevaléncia,
etiologia, patogénese, classificacdo histopatoldgica, subtipos moleculares, heterogeneidade e
perfis de mutagdo (GRAY et al., 2020; KWON et al., 2023; PINHO et al., 2012; SALAS et
al.,2015). No que se refere a etiologia dos tumores mamarios de cadelas, ha diversos fatores de
risco que predispdem ao desenvolvimento da neoplasia, entre eles, os hormonais se destacam
(SILVA et al., 2004; GARDEN et al., 2018; MUNOZ-PIETRO et al., 2020), no entanto, também
ha influéncias de fontes genéticas, ambientais e nutricionais (ALENZA et al., 2000; CLEARY et
al., 2010; SILVA et al., 2004).

Por conta da heterogeneidade morfoldgica e bioldgica, as neoplasias mamarias caninas
passaram por diferentes classificacBes de acordo com as suas caracteristicas histopatolégicas
(CASSALI et al., 2011; GOLDSCHMIDT et al., 2011; MISDORP et al, 1999; ZAPULLI et al.,
2019) e a mais atual é a proposta por Cassali et al., 2020. Além da classificacdo histopatoldgica, o
estadiamento, o grau do tumor, e consequentemente suas correlagdes tém sido utilizadas como
fatores prognosticos importantes, a fim de situar o estagio da progressdo tumoral, prever o risco
de morte ou de recidiva e direcionar as terapias a serem instituidas (CASSALI, 2006).

Dentre a avaliacdo dos fatores progndsticos se faz importante o uso do estadiamento de
tumores mamarios caninos, estabelecido pela Organizagdo Mundial da Satde (WHO, 2020) e
baseado no Sistema TNM, o qual considera o tamanho da lesdo primaria (T), extensdo de sua
disseminacdo para os linfonodos regionais (N) e presenca de metastases a distancia (M), esses
dados auxiliam o profissional no melhor planejamento terapéutico (CASSALI et al., 2014; OWEN,
1980).

O estadiamento ¢ estratificado da seguinte forma: em relacdo ao tamanho, T1 sdo tumores
menores que 3,0 cm; T2 sdo aqueles entre 3,0 e 5,0 cm e T3 sdo tumores maiores que 5,0 cm. A
disseminacdo dos linfonodos regionais € classificada em NO quando ndo hd comprometimento e
N1 quando ha, e a metastase a distancia em MO, quando ausente e M1, quando presente
(SORENMO, 2003) (Tabela 1).
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Tabela 1. Estadiamento clinico (TNM) — Classificacdo para tumores mamarios de caninos de acordo com o
Sistema TNM (modificado de OWEN, 1980)
T: Tamanho do Tumor

T1 <3,0cm
T2 3-5 cm
T3 >5cm

N: Metéstase para Linfonodo Regional
NO Ausente
N1 Presente

M: Metastase a distancia

MO Ausente
M1 Presente

Fonte: Cassali et al. (2020) modificado de Owen (1980).

Em relagdo a graduacdo, historicamente o primeiro sistema utilizado para tumores
mamarios em mulheres foi o de Nottingham, estabelecido em 1973 e, posteriormente, modificado
por Elston e Ellis, (1991). Nesse estudo, o sistema de escores foi utilizado para avaliar formagéo
tubular: (escore 1 quando presente em mais de 75% do tumor, escore 2 quando em 10 a 75% e
escore 3 quando em menos de 10%); o pleomorfismo nuclear: (escore 1 quando discreto, escore 2
quando moderado e escore 3 quando havia marcada variacdo) e contagem de mitoses em 10
campos considerando a area do microscépio, também com escores de 1 a 3. Em seguida, somam-
se 0s escores, e valores entre 3 a5, 6 a7 e 8 a9 pontos, o tumor recebe o grau I, Il e IlI,
respectivamente (ELSTON; ELLIS, 1991). Existem evidéncias de que este sistema de graduagéo
histolégica pode ser utilizado como parte de um indicador progndéstico também em cadelas
(CASSALI etal., 2014; DAMASCENO et al., 2022; NUNES et al., 2022).

Devido as semelhancas bioldgicas, nas ultimas duas décadas, o0s estudos com os tumores
mamarios caninos sao comparaveis aos humanos, e tém potencial como modelo comparativo e
translacional para a pesquisa de tumores de mama humanos (GRAY et al., 2020; KUPPUSAMY
etal., 2023; KWON et al., 2023). A expectativa de vida mais curta dos cées e a natureza agressiva
da doenga permitem ensaios clinicos envolvendo novos agentes terapéuticos concluidos de
maneira mais rapida, com menores custos, e com resultados compativeis para as pacientes
humanas (GRAY et al., 2020).

Assim, a possibilidade de estudos dentro do contexto da oncologia mamaria comparada,
promovem um maior conhecimento e respostas a respeito da etiologia, carcinogénese, prevencéo,
desenvolvimento de ensaios pré-clinicos, marcadores prognosticos e estratégias terapéuticas, com
avancos e beneficios para ambas as espécies (ABADIE et al. 2018; FERREIRA et al., 2023).

Além das semelhancas supracitadas, as pesquisas tém demonstrado que o microambiente

tumoral desempenha um papel importante na etiopatogenia dos tumores mamarios humanos e
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caninos (DAMASCENO et al., 2012; EKICI et al., 2022; ESTRELA-LIMA et al., 2012;
HANAMURA, et al., 2022; VALENZA et al., 2023).

2.2 O SISTEMA IMUNOLOGICO E SUA INTERACAO COM O CANCER

A interacdo do cancer com o sistema imunoldgico é ampla, complexa, e ainda hoje ndo ha
uma compreensdo completa de todos os mecanismos e vias envolvidas. A medida que as pesquisas
avancam, busca-se explicar como a inflamacgéo contribui para a carcinogénese no que tange aos
seus processos de transformacéo, progressao, desenvolvimento de metastases e recorréncias, € 0
desenvolvimento de tratamentos direcionados a cada paciente (MUNN, 2016; PIOTROWSKI et
al., 2020).

Alguns estudos sugerem que as interagbes ocorridas no microambiente de tumores
mamarios em cadelas tenham relacdo com o comportamento agressivo dessas neoplasias e
processo inflamatorio associado (BUJAK et al., 2020; CARVALHO etal., 2014; KIM et al., 2013;
MURTA et al., 2000). A resposta imunolégica e os mecanismos de evasao tém sido estudados por
muitos anos. A tolerancia associada a tumores, desenvolvimento anormal de células T reguladoras
bem como o microambiente tumoral sdo fatores que impedem a resposta imune antitumoral (LIN
et al., 2007).

Na fase inicial do desenvolvimento do cancer, a imunidade inata, composta por células
Natural Killers (NKs) macrofagos, células dendriticas (DC), neutréfilos e o sistema complemento,
associado a imunidade adaptativa com linfocitos ativados e anticorpos tém a capacidade de
reconhecer a estrutura de antigenos nao préprios com o objetivo de induzir uma resposta imune
eficaz. Quando as células de ambos os sistemas respondem adequadamente no estagio inicial do
cancer, as células cancerigenas podem ser removidas e o tecido retorna ao seu estado
normal (MANJILI et al., 2006; SELLERI et al., 2007; KIM E CHO, 2022)

As ceélulas Natural Killers (NKs) quando ativadas, destroem as células tumorais pela
liberacdo de perforinas, granzimas e a inducdo a apoptose pela expresséo de ligante de fator de
necrose tumoral relacionado a apoptose (TRAIL- TNF-related apoptosis inducing ligand)
(NARENDRA et al., 2013). A perforina induz a formacao de poros transmembranais nas células
tumorais, permitindo a entrada das granzimas que, por sua vez, sdo proteases liberadas por
exocitose e em contato com a célula-alvo cliva e ativa as caspases que induzem a apoptose dessas
células (TORRENZINI e ATHANAZIO, 2007; GUAN et al., 2024).

No entanto, com a progressdo da neoplasia, as células tumorais crescem e proliferam
espontaneamente, geram variantes mais resistentes e criam estratégias que enganam o sistema

imunologico, provocando um ambiente imunossuprimido de resposta imunoldgica, o0 que
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caracteriza a fase de evasdao (LABANI-MOTLAGH et al., 2020, TORREZINI e ATHANAZIO,
2007). Desta forma, as células tumorais constroem um microambiente favoravel ao seu
desenvolvimento (LABANI-MOTLAGH et al., 2020).

Essa fase ¢ mediada por fatores intrinsecos como o blogueio ou perda de antigenos
tumorais, liberacdo de moléculas imunossupressoras como IL-10 e TGF-B, diminuicdo da
expressao de MHC-I, perda da expresséo de coestimuladores e de MHC-11, ativacao dos receptores
inibitorios (PD-1), perda de moléculas de adesdo e ativacdo do FAS. Ha também fatores
extrinsecos que incluem a atividade das células supressoras precursoras de origem mieloide, dos
macrofagos associados a tumores, bem como o aumento das células supressoras no infiltrado
tumoral (LABANI-MOTLAGH et al., 2020)

A avaliacdo dos TIL (Linfocitos Infiltrantes do Tumor) ja foi realizada em adenocarcinoma
colorretal humano e observou-se gque baixas relacdes CD4*/CD8"* estavam associadas a um melhor
curso clinico, com sobrevida significativamente maior em 5 anos, independente do estagio e idade
(DIEDERICHSEN et al., 2003). Os TIL também foram analisados em neoplasias bastante
heterogéneas como 0s carcinomas renais, com resultados opostos, visto que o numero de células
T CD4* e CD8 infiltradas dentro ou na periferia do tumor estavam diretamente relacionadas ao
estadio, grau e atividade proliferativa (NAKANO et al., 2001).

Dentro do contexto de neoplasias heterogéneas, 0s carcinomas mamarios ductais de
mulheres com alta expressao de TIL TCD4* ou TCD8* apresentaram menor sobrevida global, o
que demonstra o valor prognostico dos TIL (MATKOWSKI et al., 2009). O subtipo molecular
pode influenciar nas diferentes densidades de células T CD8* e outros marcadores, como Vvisto em
tumores ndo luminais, que sdo mais agressivos e apresentaram maior infiltracdo de células T. Esse
resultado, mais uma vez, indicam um significado prognéstico que ainda precisa ser melhor
validado (ALTHOBITI et al., 2018; MIYAN et al., 2016, OGIYA et al., 2016).

Em um estudo de meta-analise, a alta infiltracdo de TIL foi associada a uma maior
sobrevida e previu uma resposta patoldgica completa, ou seja, a auséncia de metastase em
linfonodos e a distancia, nas pacientes com subtipos moleculares triplo negativo (TNBC) e
positivos para o receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2). Por sua vez,
quando altamente expresso em tumores do subtipo Luminal, apresentou sobrevida global mais
curta (GAO et al., 2020).

Nos casos de carcinomas mamarios ductais invasivos de mulheres em que havia metastase
para linfonodo e os tumores eram maiores que dois centimetros, havia maior infiltracdo de células
NK intratumorais e células TCD8* peritumorais. (VGENOPOULOU, et al., 2003). J& nos

carcinomas ductais in situ da mulher, ha uma densa quantidade de TIL que estdo associados ao
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maior tamanho do tumor, maior grau, necrose, auséncia de receptor de estrogénio e menor tempo
livre da doenca, e possuem valor progndstico independente e permitem um tratamento
individualizado (TOSS et al., 2018).

Os TIL também atuaram como forte valor progndstico clinico-patolégico em mulheres com
cancer de mama triplo negativo em estadio inicial (LOI et al., 2019). Nos casos de cancer de mama
invasivo de pacientes que recebiam terapia neoadjuvante, as células T CD3* avaliadas em sangue
periférico, células NK, e principalmente T CD8* foram preditores independentes de resposta
patolégica completa, nesse caso, caracterizado como regressao total do tumor priméario (FENG et
al., 2022). Dessa forma, essa analise fornece preditores ndo invasivos, precisos e facilmente
acessiveis, além de compreender melhor a imunidade do tumor (FENG et al., 2022).

Em sitios metastaticos de tumores de mama, houve menor infiltracdo de linfocitos do que
nos sitios primarios, e esse dado relacionou-se com a menor sobrevida das pacientes (OGIYA et
al. 2016). Resultado semelhante foi observado com pacientes em quimioterapia, também
demonstrando correlagdo entre a baixa infiltragdo de TIL e mau progndstico (YAZAKI et al.,
2023). Quando avaliado apenas lesdes malignas e benignas, sem distingdo quanto ao perfil
molecular, houve maior populacdo de linfécitos T CD45*, CD3* e CD4* em tumores malignos e
menor de T CD8" (COPPOLA et al., 2022).

Em cadelas a maior frequéncia de linfocitos TCD4" foi associada a ocorréncia de metastase,
enquanto a maior frequéncia dos linfocitos TCD8" foi observada nos tumores de melhor
prognostico e sem metastases (ESTRELA-LIMA et al., 2010). Esse estudo sugere que linfécitos
TCD4" auxiliam na evolugao neoplasica enquanto TCD8* combatem 0 desenvolvimento tumoral
(ESTRELA-LIMA et al., 2010). J& em carcinomas inflamatorios mamarios (CIM), de forma
interessante, foi observado que os linfocitos TCD8* indicaram aumento da malignidade assim
como a menor sobrevida dessas cadelas (DAMASCENO et al, 2022). Nos carcinomas em arranjo
solido o grau de inflamagdo ndo foi associado ao tipo histoldgico e imunofenétipo tumoral. No
entanto, animais com maior inflamacéo peri e intratumoral tiveram uma taxa significativamente
maior de metastase para linfonodos regionais, o que foi um fator independente para o risco de
morte (FLECHER et al., 2024).

Em céncer de mama metastatico, a alta quantidade de linfécitos T circulantes (sangue
periférico) correlacionaram-se significativamente com o prognéstico e a eficacia terapéutica no
subtipo de amplificacdo HER2, porém isso ndo foi observado no subtipo luminal ou triplo
negativo. 1sso sugere que o valor prognostico dos linfécitos T circulantes para tumor de mama
metastatico € semelhante ao dos TIL para tumores de mama precoce, pois ambos estdo
relacionados a subtipos moleculares especificos (YANG et al., 2019). Os mesmos autores
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observaram ainda que os linfocitos TCD4 * estavam associados a sobrevida livre da doenga.Os
TIL representam um biomarcador prognostico e preditivo promissor e barato a ser validado
prospectivamente em ensaios clinicos, o que pode ajudar os médicos a selecionar pacientes com
tumores de mama que possam responder melhor a imunoterapia ou a reducdo de quimioterapias
(VALENZA et al., 2023).

Os macrdéfagos associados a tumores (TAMSs) também sdo componentes predominantes no
microambiente tumoral e geralmente estdo associados ao mau progndéstico de tumores solidos
(RUFFELL et al., 2012), como observado em cancer de mama, no qual a maior infiltracdo de
macrofagos do tipo 2 (M2), esteve associado progressao tumoral (JEONG et al., 2019).

Em cdes existe a necessidade de entender os mecanismos biolégicos que controlam os
estados de polarizacdo dos macrofagos caninos, por isso, um estudo in vitro observou que IFN-y
¢ capaz de estimular macréfagos M1, enquanto que IL-4 e IL-13 estimulam macréfagos M2, de
forma que permite compreender melhor a biologia de macré6fagos nessa espécie (CHOW et al.,
2022).

A arginase 1 (ARGI1) ¢ classicamente considerado um “marcador” do estado
antiinflamatério (M2) e as células que expressam ARGL1 no tecido tumoral sdo, principalmente,
celulas supressoras derivadas de mieloides imaturas e monociticas, o que sugere um importante
mecanismo de imunossupressao e evasdo tumoral (REN et al., 2020). Em céncer de pancreas, a
maior infiltracdo de ARG1 em macrdfagos esteve correlacionada com a pior sobrevida,
predominantemente expressa em macrofagos, e ainda inibiu a ativacdo de células TCD8+, o0 que
pode refletir a inibicdo da arginase como uma estratégia terapéutica (MENJIVAR et al., 2023).

Em carcinomas pulmonares observou-se que inibicdo da arginase combinada a outras
estratégias de tratamento, pode aumentar a sobrevida dos pacientes (SOSNOWSKA et al., 2021).
Por outro lado, no cancer de mama humano a arginase foi fortemente correlacionada com tumores
de alto grau, pior progndstico e menor sobrevida, assim a arginase pode atuar como um marcador
prognostico independente para avaliar o risco de metéstase em pacientes com cancer de mama
(BOKIL, et al., 2023).

Tem-se observado que ARG1 é um marcador altamente sensivel e especifico em
hepatdcitos caninos, semelhante aos humanos, e a reducao da sua expressdo tem sido associada a
carcinomas hepatocelulares caninos, e sdo alvos de estudos como marcadores potenciais na
diferenciacdo de carcinomas hepatocelulares de lesGes hepaticas ndo neoplasicas em caes (KIM et
al., 2021)

Dessa forma, os dados obtidos na literatura oncoldgica tanto de humanos quanto de cadelas,

encorajam as pesquisas que estudam a interacdo das células tumorais com os componentes do
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sistema imunoldgicos para o desenvolvimento das imunoterapias (GRETEN e GRIVENNIKOV,
2019; MAEKAWA et al., 2016). Além disso, o0 modelo canino pode auxiliar na oncologia
comparada e abrir perspectivas nos estudos de neoplasia mamarias em mulheres (FERREIRA et
al., 2023; GRAY et al., 2020; KUPPUSAMY et al., 2023; KWON et al., 2023; VALENZA et al.,
2023). Por isso, é fundamental compreender o papel que as vias imunoldgicas e inflamatérias

exercem nas resisténcias as terapias.

2.3 MICROAMBIENTE TUMORAL

O microambiente tumoral compreende as células do tumor, membrana basal, células
endoteliais, adiposas, neuroenddcrinas, fibroblastos, células imunes infiltrantes do tumor e a
matriz extracelular (MEC), além uma infinidade de moléculas sinalizadoras como quimiocinas,
citocinas e fatores de crescimento que regulam a progressao do tumor (NEOPHYTOU et al., 2021).

A funcdo desses componentes imunes e as moléculas por eles expressas é interferir na
evolucdo e crescimento tumoral, além disso, a composicdo total de células imunes no
microambiente ndo € polarizada em "antitumor' ou ‘pré-tumor’, mas sim uma combinacdo desses
tipos celulares. (GIRALDO et al., 2019).

Dessa forma, TIL CD8+ e NK sd@o importantes no combate antitumoral, enquanto que
macréfagos M2 podem promover a proliferacdo tumoral; as células tumorais estimulam a
expressao moléculas imunomoduladoras, competem e moldam nutrientes; e a MEC e células do
estroma possuem baixa capacidade de recrutamento de células T, os fibroblastos atuam como
imunossupressores e uma barreira fisica contra agentes quimioterapicos (GIRALDO et al., 2019).

No céncer de mama, o microambiente é subdividido em niveis local (intratumoral),
composto pelas células tumorais e das células inflamatorias infiltrantes do tumor, incluindo
linfdcitos, células plasmaticas, células dendriticas, macréfagos e neutrofilos; regional (mamario)
que se refere a interagdo entre as celulas tumorais e as células adjacentes no estroma, como
fibroblastos, células mioepiteliais, endoteliais e adipdcitos, e por fim, o nivel metastéatico (distante)
que inclui as células hospedeiras nos linfonodos e oOrgdos distantes, formando novos
microambientes (SOYSAL et al., 2015; LI e TSE, 2021)

A MEC caracteriza-se com uma rede de proteinas extracelulares e outras macromoléculas,
incluindo colageno, fibronectina, hialuronano, elastina, integrinas, proteinas microfibrilares e
glicosaminoglicanos e proteoglicanos que fornecem suporte estrutural e bioquimico ao tecido, e
exercem papeis determinantes favorecendo ou inibindo a progressdo tumoral e metastase
(FRANTZ et al., 2010).
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As interacGes ocorridas entre as células tumorais, a modula¢do com o sistema imunoldgico
e 0s componentes da matriz extracelular sdo alvos de estudos recentes (GRETEN e
GRIVENNIKOQV, 2019; EBLE e NILAND, 2019; HARTMANN et al., 2014; MAEKAWA et al.,
2016). Dentre os componentes da matriz extracelular, os proteoglicanos desempenham importante
papel na carcinogénese, diante da sua versatilidade e capacidade de interagir com muitos
receptores celulares (LINDAHL et al., 2017). Sdo moléculas secretadas no estroma, por
fibroblastos associados ao cancer ou até mesmo pelas proprias células tumorais (NABA et al.,
2014), e atuam na biodisponibilidade de fatores de crescimento, hormonais e citocinas
(NIKITOVIC et al., 2014).

Dentre os proteoglicanos importantes, o versican (VCAN) atua no desenvolvimento
embrionario, em condi¢des normais, mas também participa de diversos processos patologicos,
sejam inflamatorios ou neoplasicos (WHIGT et al., 2014). O VCAN contém varios dominios
ativos, sendo constituida por um dominio N-terminal (G1), ligado ao acido hialurdnico (AH),
dominio C-terminal (G3) que contém dominios tipo lectina, dois dominios de fator de crescimento
epidermal e um dominio regulatério de complemento (MATSUMOTO et al., 2003;
RICCIARDELLI et al., 2009).

Além disso, 0 VCAN pode gerar quatro isoformas, denominadas vO0, v1, v2 e v3 (FREY et
al., 2013) que atuam realizando a ligagdo entre moléculas da matriz e da célula, além de
desempenhar um papel central na montagem da matriz pericelular (ERDELY] et al., 2005). Ja foi
demonstrado que o0 VCAN associado ao tumor induziu a disfuncéo de células dendriticas por meio
da ativacéo do receptor Toll-like 2, pela regulacdo de interleucinas 6 e 10 (IL-6 e IL-10) (TANG
et al., 2015). Em neoplasias gastricas humanas a alta expressao de versican esteve relacionada a
maior chance de recidiva e menor sobrevida global, o que demonstrou seu potencial como
marcador prognoéstico (CHENG et al., 2020).

A desregulacdo da matriz extracelular envolvendo o VCAN facilita o crescimento
excessivo do tumor, invasdo e metastase (EBLE e NILAND, 2019), além de implicar na
modulacdo de células TCD8*, no microambiente tumoral, de forma que as células TCD8*
interagem com as fibras de coldgeno para facilitar sua migragéo e invasdo (HARTMANN et al.,
2014).No mesoteliomas o0 VCAN promoveu a progressao tumoral e permitiu a migracdo de
macrofagos polarizados em M2 (pré tumoral), de forma a proteger as células cancerigenas na
fagocitose via macrofagos (PAPPAS et al., 2019).

Em tumores mamarios canino e murinos os resultados revelaram uma associagdo do VCAN
em estroma com a maior quantidade de macrofagos associados ao tumor nos casos de neoplasias

em estadio avangado, o que demonstra sua agdo pro inflamatoria e pro angiogénica (KODAMA et
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al., 2007; REIS et al., 2019; YEE et al., 2007; SANTOS, 2023). Também em cadelas, 0 VCAN e
os receptores de superficie celular como HER-2, HER-3 e CD44 apresentaram maior infiltragdo
em carcinossarcomas, demonstrando a relacdo dessas moléculas com a invasividade e pior
prognostico (DAMASCENO et al., 2015). Em carcinomas mamarios e carcinoma em tumores
mistos caninos também foi evidenciado alta expressdo de VCAN, de forma que esteve associada
a invasividade em desses subtipos histolégicos (FIGUEREDO, et al., 2021).

Aisoforma V1 de VCAN também pode sofrer protedlise por enzimas tipo metaloproteinase
da familia ADAMTS (desintegrina e metaloproteinase com dominios trombospondina), gerando
uma matricina bioativa, a versikina (VKINA) (NANDADASA et al., 2014), uma molécula que
também esta envolvida no desenvolvimento de 6rgdos (TIMMS e MAURICE, 2020), na migracao
e proliferagdo celular durante os processos de desenvolvimento e na cicatrizagdo de feridas em
muitos tecidos (PAPADAS et al., 2020), Além disso, também apresenta uma acao pro apoptética
e indutora de expressao de citocinas (McCULLOCH et al., 2009; HOPE et al., 2016; REIS et al.,
2019).

As matriquinas oriundas do VCAN, de maneira geral, podem controlar processos
bioldgicos, como angiogénese, migracao celular, adesdo e diferenciacdo, além do crescimento
tumoral e metastase (POPOVA e JUCKER, 2022). A VKINA purificada induziu a expressio
precoce de citocinas inflamatdrias como interleucina 1b e 6 (IL-1b e IL-6) por macréfagos
associados ao mieloma humanos e ativacdo de mediadores quimiotaticos de células T (HOPE et
al., 2016). Nos casos de mielomas apds transplante, a VKINA estimulou a infiltracdo de linfocitos
TCDB8", disfuncionais ou fracamente imunorreguladores no local do tumor, visto que se observou
quadros recidivantes nos pacientes e risco de morte precoce (DHAKAL et al., 2019).

No cancer colorretal os altos niveis de VKINA correlacionaram-se com 0 aumento da
infiltracdo de TIL CD8" (KRAUS et al., 2022) e no modelo murino, a VKINA apresentou relacédo
com perfil imune predominantemente anti-inflamatdrio, criando um microambiente favoravel a
progressdao do tumor (SANTOS, 2023). De maneira semelhante ao observado em cadelas com
cancer de mama, no qual a VKINA esteve relacionada invasividade de células neoplasicas, maior
grau histologico e menor tempo de sobrevida (SOUZA et al., 2024 - in press).

Assim, todos esses estudos sugerem um provavel valor prognéstico da VKINA, no entanto,
0 mecanismo de influéncia da protedlise na imunomodulacdo das neoplasias ndo esta totalmente
esclarecido (WIGHT et al., 2020; REDONDO-GARCIA et al., 2021. A maioria dos estudos
retratam que tanto o VCAN quanto sua forma degradada, a VKINA, apresentam interferéncia no
microambiente tumoral, geralmente a favor da progressao do tumoral (DHAKAL et al., 2019;
CHENG et al., 2020; KRAUS et al., 2022; PAPPAS et al., 2019), no entanto, 0 VCAN tem sido



25

considerado uma "molécula-chave”, com atividades pro e anti-inflamatérias dependendo do
contexto em que é apresentado as células, da fase inicial ou terminal da doenca e da sua
versatilidade em se ligar a multiplos receptores (WIGHT et al., 2020)

Atualmente, & crescente 0 numero de estudos direcionados ao entendimento do
microambiente tumoral, seus componentes e interaces. Dessa forma, conhecer a influéncia desses
proteoglicanos e subprodutos na matriz extracelular se torna fundamental para compreender
melhor o comportamento da neoplasia e buscar terapéuticas individualizadas.A interagéo entre as

células tumorais mamarias e os componentes da matriz extracelular estdo ilustrados na figura 1.

Figura 1. Interacdo entre as células tumorais, 0s componentes da matriz extra celular, e os sistema
imunolégico nas diferentes fases da progressao tumoral.
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degradado. CNla: Células neoplasicas invasoras com angiogénese. VL: Vaso linfatico. VS: Vaso sanguineo.
llustracdo criada pela autora com o uso do software Biorender.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo da VKINA e sua relagdo com agressividade tumoral, infiltrado

inflamatdrio e a taxa de sobrevida em cadelas com tumores mamarios malignos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Avaliar a expressao de VKINA no microambiente tumoral, em diferentes tipos de tumores
malignos da cadela;

Avaliar e correlacionar o perfil imune em tumores mamarios malignos da cadela;
Verificar possiveis correlagdes da expressdo da VKINA com fatores progndsticos
(tamanho tumoral, estadiamento clinico e grau histopatolégico) em tumores mamarios
malignos da cadela;

Correlacionar a expressdo da VKINA com perfil imune em tumores mamarios malignos
da cadela;

Avaliar a expressdo de VKINA em relacdo a sobrevida em cadelas com tumores mamarios

malignos.
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4 HIPOTESE
A expressédo de VKINA no microambiente tumoral resulta em uma resposta antitumoral

mediada por T CD8" ativos e maior sobrevida em cadelas com tumores mamarios malignos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS E FINANCIAMENTO

Todos o0s responsaveis pelos animais foram previamente informados sobre os
procedimentos e etapas diagndsticas e terapéuticas previstas e autorizaram a realizagdo do projeto
de pesquisa, mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1). O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (EMEVZ) da Universidade Federal da Bahia (UFBA), com numero de
protocolo 16/2021 (Anexo 2).

5.2 INFRAESTRUTURA

A pesquisa foi desenvolvida no Hospital de Medicina Veterinaria Professor Renato
Rodemburg de Medeiros Netto (HOSPMEV/UFBA) com participacdo dos setores de Clinica e
Cirurgia de Pequenos Animais, Laboratério de Patologia Veterinaria e, parceria com a Laboratério
de Investigacdo em Saude Global e Doencas Negligenciadas (LISD) do Instituto Goncalo
Moniz/Fundacdo Oswaldo Cruz-Bahia (IGM/FIOCRUZ-BA).

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

5.3.1 Critérios de selecao

No periodo de agosto de 2022 a maio de 2023 foram atendidas 165 cadelas com tumor
mamario pelos profissionais do Nuacleo de Pesquisa em Oncologia Mamaria -
NPqOM/HOSPMEV/UFBA. Deste total, observados critérios de exclusdo e inclusdo, foram
selecionadas para compor o grupo experimental, 52 cadelas de diferentes racas, idades e
portes, aptas a realizacdo da mastectomia unilateral. Além das cadelas com tumor mamario, foram
selecionadas durante checkup de rotina 13 cadelas saudaveis, domiciliada para compor o grupo
controle, totalizando 65 cadelas avaliadas.

5.3.2 Critérios de incluséo

Grupo controle - cadelas adultas, de diferentes ragas e portes, sem historico de neoplasia
de qualquer origem, ou doencgas concomitantes (infecciosas/autoimunes).

Grupo experimental - cadelas adultas, de diferentes ragas e portes, portadoras de tumores
mamarios operaveis, diagnostico de neoplasias malignas, sem historico de doengas concomitantes

(infecciosas/autoimunes).
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5.3.3 Critérios de excluséo

Foram considerados nos critérios de excluséo, a presenca de outros tipos de tumores
detectados durante o processo de selecdo/estudo ou doencas concomitantes
(infecciosas/autoimunes); cadelas com neoplasia em ambas as cadeias mamarias, tumores
mamarios menores que 1,0 cm, e 0s casos em que a amostra colhida durante a cirurgia ndo
representava, de acordo com a classificacdo histopatologica (CASSALI et al., 2020), o tumor de

pior prognaostico.

5.3.4 Delineamento do Estudo

Atendidos os critérios de selecéo, inclusédo e excluséo, as 65 cadelas foram alocadas em 4
grupos, de acordo com o tipo histologico listados abaixo. O delineamento experimental pode ser
evidenciado na figura 2.

GRUPO CONTROLE (GC) — 13 animais saudaveis, sem tumores mamarios. Colheita
apenas de sangue periférico.
GRUPO DE CARCINOMAS EM TUMORES MISTOS (CTM) — 33 animais. Tumores

mamarios com porc¢ao epitelial maligna e porgdo mioepitelial benigna produtora de matriz mixdide

e/ou condrdide e/ou ostedide.

GRUPO DE CARCINOMAS MAMARIOS (CM) — 12 animais. Tumores mamarios com
porcdo epitelial maligna.

GRUPO DE CARCINOSSARCOMAS (CSS) — 7 animais. Tumores mamarios com

componentes carcinomatosos e sarcomatosos (proliferacdo mesenquimal maligna).




30

Figura 2. Delineamento dos grupos controle e experimental
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5.4 AVALIAQAO CLINICA E MASTECTOMIA

Todas as cadelas com suspeita/queixa de neoplasia mamaria foram submetidas ao exame
que constou inicialmente da anamnese. Em seguida, foi realizado o exame fisico completo, e o
exame especifico das glandulas mamarias com a palpacdo de toda cadeia mamaria, assim como
dos linfonodos inguinais e axilares, com consequente mapeamento e mensuragdo dos nédulos
transcritos na ficha de avaliagdo oncoldgica especifica (Anexo 3).

Foram realizados exames de sangue (hemograma e bioquimica sérica), de imagem para
pesquisa de metastase como radiografias toracicas em dimensdes (latero-laterais direita e esquerda
e ventro-dorsal) e ultrassom abdominal, eletro e ecocardiograma para avaliagdo geral e conducéo
do protocolo anestésico. Apds avaliacdo dos resultados dos exames, as cadelas aptas foram
submetidas a exérese cirlrgica da cadeia mamaria acometida e linfonodos regionais. O
estadiamento foi realizado baseado na medida do maior tumor invasivo, de acordo com os critérios
adotados pelo sistema TNM (OWEN, 1980).

5.5 CARACTERIZACAO HISTOPATOLOGICA DA NEOPLASIA MAMARIA

Apos a finalizagdo do procedimento cirurgico, a cadeia mamaéria foi acondicionada em
frasco identificado contendo formol neutro e tamponado com fosfato a 10%, e encaminhada ao
Laboratorio de Patologia Veterinaria para caracterizacdo macro e microscopica pela técnica

rotineira de inclusdo em parafina (PROPHET et al., 1992).Concluida a etapa de processamento da
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amostra, os cortes histoldgicos de 4um foram corados pelas técnicas da hematoxilina-eosina (H.E.)
e analisados em microscopio convencional. A anélise das ldminas histopatoldgicas foi submetida
a leitura por dois patologistas veterinarios que seguiram os critérios da classificagdo do consenso
realizado por Cassali et al. (2020). Para a graduacao histoldgica, foi utilizado o grau histologico
de Nottingham, que inclui percentual de diferenciacdo tubular, avaliagdo do pleomorfismo nuclear
e indice mitdtico (ELSTON e ELLIS, 1991).

5.6 ANALISE MORFOLOGICA DO INFILTRADO INFLAMATORIO TUMORAL

A analise dos aspectos morfologicos foi realizada em cortes histologicos de 4 pm corados com
HE e a reacdo inflamatoria classificada pelo tipo celular predominante, distribuicdo e pela
intensidade. O tipo inflamatorio foi classificado como: i) linfocitico; ii) histiocitico. A distribuicéo
dos infiltrados inflamatorios foi avaliada e classificada em: i) focal: presenca de 1 a 3 focos
inflamatorios; ii) multifocal: presenca de mais de 3 focos inflamatdrios e iii) difuso: presenca de
células inflamatdrias distribuidas uniformemente na seccdo tumoral. A intensidade da reacdo
inflamatdria foi categorizada em trés subgrupos (discreta, moderada ou intensa) com base na
analise morfométrica do infiltrado inflamatorio total. (ESTRELA-LIMA et al, 2010).

5.7 IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO
5.7.1 Sangue periférico
Para determinar as frequéncias de células inteiras no sangue periférico, foram utilizadas 65

amostras, (13 do grupo controle e 52 do grupo experimental) coletadas em EDTA (2 mL),
adicionado em meio de cultura celular RPMI 1640, seguido de lise utilizando tamp&o de lise ACK
(BD Biosciences CA) durante 10 minutos e lavado duas vezes com PBS 1x (Sigma, St. Louis,
MO) por centrifugacdo a 300 xg. As células foram ajustadas a uma concentracdo de 5 x 10°
células/mL em tubos de polipropileno para marca¢do com anticorpos monoclonais produzido em
ovelhas com reatividade contra antigenos caninos, 0-CD3-FITC (clone CA17.2A12), a-CD4-RPE
1:320 (rato-IgG2a, clone YKIX302.9) e a-CD8-AlexaFluor 647 1:40 (rato-lgGl1, clone
YCATEDS5.9), para determinagdo das subpopulacdes linfocitica; e IL12-PE 1:100 e TGFB-1-APC
1:100 para determinacdo de citocinas inflamatérias  (Invitrogen, Elabsciesce, Bio-Rad
Laboratories California, EUA)

5.7.2 Tumor mamario
Foram colhidos cinco fragmentos tumorais de 1 cm?® (n=52) representativos de &reas
peri/intratumorais (DAMASCENO et al., 2022) para analise imunofenotipica por citometria de
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fluxo, de todas as pacientes dos grupos experimentais. Os fragmentos representavam as regioes
cranial, caudal, medial, lateral e central do tumor em relacdo a cadeia mamaria. Os fragmentos
foram acondicionados em meio 5 mL de cultura celular RPMI 1640.

Os fragmentos dos tumores foram macerados mecanicamente seguido de filtracdo em Falcon
de 50um para purificacdo das células. Foi realizado a lavagem duas vezes com PBS 1X e
quantificadas para 1 x 10  células/mL colhidas em PBS seguido pela etapa de marcacdo celular
(Figura 3).

Figura 3. Coleta e processamento de fragmentos tumorais para imunofenotipagem por citometria de fluxo

Acondicionamento em
RPMI 1640

Maceragdo mecanica dos
fragmentos tumorais

Colheita dos Obtengao ¢.:Io filtrado por
fragmentos tumorais centrifugagido

Legenda: CR: Cranial; CL: Caudal; MD: Medial; LT: Lateral, C: Central

Para a marcagdo das células tumorais foram utilizados anticorpos monoclonais hospedados em
ovinos com reatividade canina: a-CD3-FITC (clone CA17.2A12), a-CD4-RPE 1:320 (rato-1gG2a,
clone YKIX302.9) e a-CD8-AlexaFluor 647 1:40 (rato-1gG1, clone YCATEDS5.9); Granzima B —
Alexa Fluor 1:100 para determinacgdo das subpopulagdes linfocitica; e IL12-PE 1:100; TGFp-1-
APC 1:100; para determinacdo das citocinas inflamatdrias, CD14-APC 1:100; Arginase-PE 1:100
para determinacdo de mondcitos (Invitrogen, Elabscience, Bio-Rad Laboratories California,
EUA) (tabela 2).
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Tabela 2. Anticorpos utilizados para imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Amostras Anticorpo Fluorescéncia Diluicéo
marcadas

CD3 FITC 1:320
Sangue periférico CD4 RPE 1:40
e tumor CD8 Alexa fluor 1,40
IL12 PE 1:100
TGFB-1 APC 1:100
CD14 APC 1:100
Tumor Granzima Alexa Fluor 1:100
Arginase PE 1:100

Ap0ds todo o procedimento de marcacdo da fenotipagem tanto do sangue periférico e do tumor,
as medidas citometricas de fluxo foram realizadas em um instrumento FACS Calibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA, EUA). A analise dos dados foi realizada primeiro controlando
populacdes de linfocitos com base nas propriedades de dispersdo direta (FSC) versus dispersao
lateral (SSC). As caracteristicas imunofenotipicas foram analisadas em graficos de pontos
FLL1/FITC de duas cores versus FL2/R-PE. A anélise da citometria de fluxo foi realizada utilizando

o pacote Cell Quest ™ Software e o programa FlowJo 7.6.5

5.8 EXPRESSAO DE VKINA

Para a realizacdo da técnica de imuno-histoquimica, sec¢des de 4um foram obtidas de cada
caso e coletadas sobre laminas silanizadas (StarFrost). As laminas foram desparafinizadas,
reidratadas em uma série gradual de etanol e submetidas a tratamento enzimatico por meio citrato-
EDTA. Posteriormente todas as laminas foram incubadas em per6xido de hidrogénio 3% em
metanol para o bloqueio da atividade da peroxidase enddgena por 15 minutos. Apds o
resfriamento, as laminas foram cobertas com soro normal de coelho a 10% em PBS por 15
minutos.

As secc0es histoldgicas foram incubadas com o anticorpo primario anti-DPEAAE, policlonal
em diluicdo de 1:500, por 1 hora a 25°C e na sequéncia aplicado o método de revelacdo polimérica
(Novolink™ Max Polymer Detection System). Por dltimo, as sec¢Ges foram expostas ao
cromogeno 3,3 — diaminobenzidina (DAB) e contra-coradas com hematoxilina de Mayer’s. Como

controles positivos foram usadas amostras de tumor mamaério previamente testado. A expressao
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de VKINA em éreas perivasculares foi considerada como controle interno positivo (ASANO et
al., 2017). Controles negativos foram obtidos pela substituicdo do anticorpo primario por PBS.

A imunomarcacdo de VKINA foi avaliada segundo Damasceno et al. (2012), por meio de
escala semiquantitativa no estroma peritumoral adjacente, tanto in situ quanto em areas invasivas
de proliferacdo de células epiteliais malignas, considerando (i) a porcentagem total de tecido
corado positivamente (0-100%) e (ii) a intensidade de coloracdo para o proteoglicano. De acordo
com a escala, (1) foi considerado negativo ou pouco corado, (2) fraco, (3) moderado e (4) forte. O
escore imuno-histoquimico da expresséao foi calculado multiplicando-se a porcentagem de tecido

corado (0-100%) pela intensidade da coloragéo (1-4).

5.9. SOBREVIDA

A taxa de sobrevida global foi definida como o periodo (em dias) entre a exciséo cirargica do
tumor primario e a data do ébito ou a data de conclusdo do estudo. A sobrevivéncia global dos
animais foi verificada, a partir de retornos presenciais periddicos para avaliacdo clinica e
realizacdo de exames de acompanhamento, com a equipe do Ndcleo de Pesquisa em Oncologia
Mamaria (NPgOM) e por meio de telefonemas aos tutores realizados ao final do experimento.

As pacientes que evoluiram ao Obito, foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia
Veterinaria da UFBA, para realizacdo de exame necroscopico e colheita de fragmentos dos 6rgaos
para analise histopatologica, visando determinar a causa da morte e identificar as possiveis
metastases. Os animais em que os tutores ndo seguiram em acompanhamento, ou que houve perda

de contato, ndo foram incluidos na analise de sobrevida.

5.10 ANALISE ESTATISTICA

O teste exato de Fisher foi realizado para verificar a significancia das associagdes
presuntivas entre variaveis. Os dados foram agrupados da seguinte forma: diagndstico histoldgico
(CM, CTM, CSS); tamanho do tumor (<5,0 ou >5 cm); metéstase linfonodal (ndo ou sim);
metastase pulmonar (ndo ou sim); estadiamento clinico (I-111 ou IV-V); grau histoldgico grau (I,
I1 ou Il1); distribuicdo da inflamagéo (focal, multifocal ou difusa) e intensidade da inflamagéo
(discreta, moderada ou intensa)

Para variaveis quantitativas, o teste de Kolmogorov-Smirnov avaliou inicialmente a
normalidade da distribuicdo. Em seguida, as diferencas entre os grupos foram avaliadas pelos
testes t de Student/U e Wilcoxon (quando dois grupos foram comparados) ou ANOVA/teste de
Kruskal-Wallis (mais de dois grupos), se amostras paramétricas/ndo paramétricas,

respectivamente. Da mesma forma, possivel correlagbes foram investigadas pelo teste de
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Pearson/Spearman. Para estabelecer o ponto de corte de VKINA foi utilizada a analise da mediada
do escore geral.

As curvas de sobrevivéncia foram geradas pelo método de estimativa de Kaplan-Meier e
comparadas pelos testes de riscos proporcionais Log-rank (Mantel-Cox) ou Cox em andlise
univariada ou multivariada, respectivamente. Em todos os casos, o valor de p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. As andlises foram realizadas usando o software Prism
8.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA).
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6 RESULTADOS
Os resultados obtidos e a discussdo serdo apresentados de forma alternativa, como dois
artigos cientificos. Cada artigo esta estruturado com base nas normas do periodico ao qual sera

submetido.
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Artigo 1

Relacgéo da versikina com o perfil linfocitico e agressividade em tumores mamarios caninos

l? frontiers
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Versikina e sua Associacdo com a Agressividade Tumoral e Resposta Imune nos tumores
mamarios de cées

Resumo

As interagOes ocorridas no microambiente tumoral desempenham um papel importante na
etiopatogenia dos tumores mamarios humanos e caninos. Os proteoglicanos e seus proteolitos, a
exemplo da versikina (VKINA), podem atuar como marcadores prognésticos com influéncia na
progressao tumoral. Frente a alta frequéncia dos tumores mamarios caninos e por ser a cadela um
modelo para o estudo comparativo e translacional do cancer de mama humano, objetivou-se avaliar
a expressdo da VKINA no microambiente tumoral e sua possivel correlacdo com a resposta
linfocitica e taxa de sobrevida em cadelas com tumores mamarios malignos. Um total de 65 cadelas
foram selecionadas e divididas em quatro grupos: controle (GC: n=13), carcinomas em tumores
mistos (CTM: n=33), carcinomas mamarios (CM: n=12) e carcinossarcomas (CSS: n=7). As
pacientes foram submetidas a avaliagéo clinica, laboratorial, mastectomia, caracterizacéo clinico-
patoldgica do tumor, morfologia do infiltrado inflamatdrio, imuno-histoquimica com marcagao
para VKINA, imunofenotipagem do sangue periférico e tumores por citometria de fluxo, além da
analise de sobrevida. Os resultados indicam que em tumores mamarios malignos de cadelas ha
predominio intratumoral de linfocitos TCD4* em relacdo aos linfocitos TCD8*. Os tumores que
possuem maior infiltracdo de TCD8* apresentaram melhor progndstico. A VKINA nédo pode ainda
ser considerada um marcador progndéstico independente e a alta expressdo de VKINA (>120)
apresentou uma correlacdo direta com a graduagdo histoldgica e o TGFB. Em conclusdo, a alta
expressédo de VKINA (>120) pode interferir na agressividade tumoral, e estudo das suas interagoes
devem ser considerados para a compreensao da sua capacidade imunomoduladora, sobretudo em
diferentes tipos histologicos, a fim de trazer novas perspectivas prognosticas e terapéuticas, tanto
para cadelas quanto para as mulheres.

Palavras-chaves: matriz extracelular, imunovigilancia, linfocitos, cancer de mama,
microambiente tumoral

Relation between versine and lymphocytic profile and aggressiveness in canine
mammary tumors

Abstract

Interactions occurring in the tumor microenvironment play an important role in the
etiopathogenesis of human and canine mammary tumors. Proteoglycans and their proteolites, such
as versikine (VKINA), can act as prognostic markers that influence tumor progression. Given the
high frequency of canine mammary tumors and because the bitch is a model for comparative and
translational studies of human breast cancer, the aim of this study was to evaluate the expression
of VKINA in the tumor microenvironment and its possible correlation with the lymphocytic
response and survival rate in female dogs with malignant mammary tumors. A total of 65 female
dogs were selected and divided into four groups: control (CG: n=13), carcinomas in mixed tumors
(CMT: n=33), mammary carcinomas (CM: n=12) and carcinosarcomas (CSS: n=7). The patients
underwent clinical and laboratory evaluation, mastectomy, clinical-pathological characterization
of the tumor, morphology of the inflammatory infiltrate, immunohistochemistry with VKINA
staining, immunophenotyping of peripheral blood and tumors by flow cytometry, in addition to
survival analysis. The results indicate that in malignant mammary tumors of dogs there is
intratumoral predominance of TCD4* lymphocytes in relation to TCD8* lymphocytes. Tumors
with higher expression of TCD8" had a better prognosis. VKINA cannot yet be considered an
independent prognostic marker and high expression of VKINA (>120) showed a direct correlation
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with histological grading and TGFp. In conclusion, high expression of VKINA (>120) may
interfere with tumor aggressiveness, and studies of its interactions should be relevant to
understanding its immunomodulatory capacity, especially in different histological types, in order
to bring new prognostic and therapeutic perspectives, for female dogs and women.

Keywords: extracellular matrix, immunosurveillance, lymphocytes, breast cancer, tumor
microenvironment

1. Introducao

O cancer de mama apresenta alta frequéncia em cadelas, podendo chegar a 70% de todos
0s tipos neoplésicos nessa espécie (NUNES, 2018; PASTOR et al., 2018; ESTEVES et al., 2022).
O tumor de mama ocorre espontaneamente na espécie canina e compartilha aspectos semelhantes
na sua prevaléncia, etiologia, patogénese, classificacdo histopatologica, subtipos moleculares,
heterogeneidade molecular e perfis de mutacdo com os tumores mamarios em mulheres (GRAY
etal., 2020; KWON et al., 2023; PINHO et al., 2012; SALAS et al.,2015; UVA et al., 2009). Desta
forma, a cadela é considerada um modelo muito interessante para os estudos translacionais de
cancer em seres humanos (GRAY et al., 2020; KUPPUSAMY et al., 2023; KWON et al., 2023)

O microambiente tumoral compreende as células do tumor, membrana basal, células
endoteliais, adiposas, neuroendocrinas, fibroblastos, células imunes infiltrantes do tumor e a
matriz extracelular (MEC), além uma infinidade de moléculas sinalizadoras como quimiocinas,
citocinas e fatores de crescimento que regulam a progressao do tumor (NEOPHYTOU et al., 2021).

O entendimento do microambiente tumoral, seus componentes e interagcdes tem sido
fundamental para compreender melhor o comportamento da neoplasia. (GRETEN e
GRIVENNIKOQV, 2019; MAEKAWA et al., 2016). Resultados de pesquisas tém demonstrado que
a interagbes ocorridas no microambiente tumoral desempenham um papel importante na
etiopatogenia dos tumores mamarios humanos e caninos (NEOPHYTOU et al., 2021; REIS et al.,
2019) e o comportamento agressivo dessas neoplasias esteja relacionado ao processo inflamatério
presente (BUJAK et al., 2020; CARVALHO et al., 2014; KIM et al., 2013).

Os linfocitos infiltrantes de tumor (TIL sigla em inglés Tumor infiltrating lymphocytes)
representam um biomarcador prognoéstico independente em mulheres (FENG et al., 2022; TOSS
et al., 2018) e cadelas; (ESTRELA-LIMA et al., 2010), e esteve associado a menor sobrevida em
cadelas com carcinomas inflamat6rios mamarios (DAMASCENO et al, 2022), assim a avaliacéo
de TIL pode beneficiar pacientes com tumores de mama com potencial resposta as imunoterapias
instituidas (VALENZA et al., 2023).

No microambiente tumoral, o Versican é um proteoglicano da matriz extracelular que no
processo de remodelamento tecidual sofre a acdo de enzimas proteoliticas, a exemplo das ADMTS
e geram compostos bioativos denominados (matriquinas) dentre eles a versikina (VKINA)
(NANDADASA et al., 2014). A VKINA é uma molécula, com a¢do pro apoptoética e indutora de
expressao de citocinas em tumores hematogénicos (HOPE et al., 2016; McCULLOCH et al.,
2009). Ambos, VCAN e VKINA, exercem um importante papel na inflamacdo tumoral, no
remodelamento da matriz extracelular (DEB et al., 2022; PAPADAS et al., 2022) e podem
influenciar na agressividade tumoral (CHENG et al., 2020)

Estudos mostram que a VKINA induz secre¢do de citocinas inflamatorias por macrofagos
em mielomas humanos (HOPE et al., 2016), aumenta a infiltragdo de Linfocitos CD8" nos
carcinomas colorretal (KRAUS et al., 2022), e estimula a infiltracdo de TCD8* anérgicos em
mielomas (DHAKAL et al., 2019). Entretanto, em cancer de mama, pouco é sabido sobre o papel
de VKINA e infiltrado de linfocitos no microambiente tumoral. Neste contexto, considerando que
0 modelo canino representa importantes perspectivas nos estudos translacionais em cancer de
mama (FERREIRA et al., 2023; GRAY et al., 2020; KUPPUSAMY et al., 2023; KWON et al.,
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2023; VALENZA et al., 2023), propde-se avaliar a relacdo da VKINA com o perfil linfocitico e
agressividade em tumores mamarios malignos de cadelas.

2. Materiais e métodos

2.1 Critérios de selecao, inclusdo e excluséo.

Cadelas de diferentes racas, idades e portes, com tumor mamario atendidas pelo Nucleo
de Pesquisa em Oncologia Mamaria da Universidade Federal da Bahia, Brasil, foram
selecionadas entre 2022 e 2023. Destas, 52 cadelas de diferentes racas, idades e portes, aptas
a realizagdo da mastectomia unilateral foram incluidas no grupo experimental, em um ensaio
clinico prospectivo e randomizado.

Foram considerados critérios de exclusdo, a presenca de outros tipos de tumores
detectados durante o processo de selecdo/estudo ou doencgas concomitantes (infecciosas/auto-
imunes); cadelas com neoplasia em ambas as cadeias mamarias, tumores mamarios menores
que 1,0 cm, e 0s casos em que as amostras do tumor colhido no momento da cirurgia ndo
correspondia ao tumor de pior prognastico.

Além das cadelas com tumor mamario, foram selecionadas 13 cadelas saudaveis para
compor o grupo controle. As 65 cadelas avaliadas foram alocadas com base no diagndstico
histopatoldgico nos seguintes grupos: controle saudaveis (n=13 cadelas sem neoplasia
mamaria), grupo CTM (n=33 cadelas com Carcinomas em Tumores Mistos); grupo CM (n=12
cadelas com carcinomas mamarios) e o grupo CSS (n=7 cadelas com carcinossarcomas).

A Comiss&o de Etica para 0 Uso de Animais Experimentais local (n° 16/2021) aprovou
este protocolo de pesquisa, e todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com o
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Todos o0s responsaveis pelos animais
forneceram consentimento informado.

2.2 Avaliacao Clinica e Mastectomia

Todos os animais foram submetidos a avaliagdo clinica, cardiolégica, radiografia toracica
em trés incidéncias, ultrassonografia de abdémen total para avaliacdo de metastase e exames de
sangue incluindo hemograma completo e bioguimico (uréia e creatinina séricas). Apds
avaliacdo dos resultados dos exames, as cadelas aptas foram submetidas a exérese cirdrgica da
cadeia maméria acometida e linfonodos regionais.

Os tumores malignos foram classificados de acordo com o sistema de estadiamento TNM
(adaptado de OWEN, 1980), incluindo o tamanho do tumor (T), o envolvimento dos linfonodos
regionais (N) e a presenca ou auséncia de metastase a distancia (M). Todas as pacientes foram
submetidas a mastectomia total unilateral com retirada do linfonodo inguinal.

2.3 Classificacdo e graduacao histoldgica

As laminas coradas em hematoxilina-eosina (HE) de cada caso foram confeccionadas em
duplicata e revisadas por dois patologistas, de forma cega e independente, sem diagndstico prévio.
As classificacOes histopatoldgicas seguiram os critérios propostos por Cassali et al. (2020).

Os tumores foram classificados pelo Sistema de Nottingham (ELSTON e ELLIS, 1991),
que avalia a porcentagem de formacéo de tubulos, pleomorfismo nuclear e indice mitético. Para
avaliacdo da atividade mitética, foram avaliados 10 campos neoplésicos, sem necrose ou artefatos,
utilizando microscopio Olympus BX40, objetiva de 40x, namero de campo ocular de 10x, campo
de visdo de 22 mm de didmetro e 0,55 mm nos campos de nivel de amostra. Todas as mitoses
tipicas e atipicas foram contadas em 10 campos (ou seja, 2,37 mm? de area).

As areas de invasividade dos casos de CTMs foram utilizadas para classifica-las em grau
I, I1 ou 11l (CASSALLI et al., 2017). Quaisquer discrepancias foram resolvidas utilizando-se um
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microscopio multicabecas, com discussao para chegar a um consenso. Por fim, foram inseridos no
estudo os casos com diagndstico e graduacdo confirmados pelos dois avaliadores.

2.4 Anélise morfoldgica do infiltrado tumoral

A andlise dos aspectos morfoldgicos foi realizada em cortes histologicos de 4 um corados
com HE e a reacdo inflamatoria classificada pelo tipo inflamatdrio presente, distribuicéo e pela
intensidade.

O tipo inflamatdrio foi classificado como: i) linfocitico; ii) histiocitico. A distribui¢do dos
infiltrados inflamatorios foi avaliada e classificada em: i) focal: presenca de 1 a 3 focos
inflamatorios; ii) multifocal: presenca de mais de 3 focos inflamatdrios e iii) difuso: presenga de
celulas inflamatorias distribuidas uniformemente na sec¢do tumoral. A intensidade da reacao
inflamatdria foi categorizada em trés subgrupos (discreta, moderada ou intensa) com base na
analise morfoldgica do infiltrado inflamatdrio total. (ESTRELA-LIMA et al, 2010).

2.5 Imunofenotipagem de linfocitos por citometria de fluxo

2.5.1 Sangue periférico

Para determinar as frequéncias de leucocitos no sangue periférico, foram utilizadas 65
amostras, coletadas em EDTA (2 mL), adicionado em meio de cultura celular RPMI 1640, seguido
de lise utilizando tampéo de lise ACK (BD Biosciences CA) durante 10 minutos e lavado duas
vezes com PBS 1x (Sigma, St. Louis, MO) a 300 xg. As células foram ajustadas a uma
concentracdo de 5 x 10° células/mL em tubos de polipropileno para marcagdo com anticorpos
monoclonais hospedado em ovelhas com reatividade contra antigenos caninos, a-CD3-FITC
(clone CA17.2A12), a-CD4-RPE 1:320 (rato-IgG2a, clone YKIX302.9) e a-CD8-AlexaFluor 647
1:40 (rato-1gG1, clone YCATES5.9), para determinacdo das subpopulages linfocitica; e IL12-PE
1:100; TGFB-1-APC 1:100 para determinacéo das citocinas inflamatorias (Invitrogen, Elabsciesce,
Bio-Rad Laboratories California, EUA)

2.5.2 Tumor mamario

Foram colhidos cinco fragmentos tumorais de 1cm3 (n=52) representativos de areas
peri/intratumorais (DAMASCENO et al., 2022) para analise imunofenotipica por citometria de
fluxo das pacientes dos grupos experimentais. Os fragmentos representavam as regides cranial,
caudal, medial, lateral e central do tumor em relacdo a cadeia mamaria. Os fragmentos foram
acondicionados em meio 5 mL de cultura celular RPMI 1640.

Os fragmentos dos tumores foram macerados mecanicamente seguido de filtracdo em Falcon
de 50um para purificagdao das células. Foi realizado a lavagem duas vezes com PBS 1X e
quantificadas para 1 x 10 © células/mL colhidas em PBS até ao processo de marcagéo celular.

Para a marcacao das células tumorais foram utilizados anticorpos monoclonais hospedados em
ovinos com reatividade canina: a-CD3-FITC (clone CA17.2A12), a-CD4-RPE 1:320 (rato-1gG2a,
clone YKIX302.9) e a-CD8-AlexaFluor 647 1:40 (rato-1gG1, clone YCATES5.9); granzima B —
Alexa Fluor 1:100 para determinacdo das subpopulagdes linfocitica (Bio-Rad Laboratories
California, EUA); citocinas inflamatérias IL12-PE 1:100; TGFB-1-APC 1:100; para determinacéo
das citocinas inflamatérias CD14-APC 1:100 e Arginase-PE 1:100 para determinacdo de
mondcitos (Invitrogen, Elabscience, Bio-Rad Laboratories California, EUA).

Ap0ds todo o procedimento de marcacdo da fenotipagem tanto do sangue periférico e do tumor,
as medidas citometricas de fluxo foram realizadas em um instrumento FACS Calibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA, EUA). A andlise dos dados foi realizada primeiro controlando
populacbes de linfécitos com base nas propriedades de dispersdo direta (FSC) versus dispersdo
lateral (SSC). As caracteristicas imunofenotipicas foram analisadas em graficos de pontos



42

FL1/FITC de duas cores versus FL2/R-PE. A anélise da citometria de fluxo foi realizada utilizando
o pacote Cell Quest ™ Software e o programa FlowJo 7.6.5

2.6 Expressao de VKINA

Para a realizacdo da técnica de imuno histoquimica, sec¢des dos de 4um foram obtidas de cada
caso (n=52) e coletadas sobre laminas silanizadas (StarFrost). As laminas foram desparafinizadas,
reidratadas em uma série gradual de etanol e submetidas a tratamento enzimatico por meio citrato-
EDTA. Posteriormente todas as laminas foram incubadas em peroxido de hidrogénio 3% em
metanol para o bloqueio da atividade da peroxidase enddégena por 15 minutos. Apds o
resfriamento, as laminas foram cobertas com soro normal de coelho a 10% em PBS por 15
minutos.

As secces histologicas foram incubadas com o anticorpo primario anti-DPEAAE, policlonal
em diluicdo de 1:500, por 1 hora a 25°C e na sequéncia aplicado o método de revelacdo polimérica
(Novolink™ Max Polymer Detection System). Por dltimo, as sec¢Ges foram expostas ao
cromogeno 3,3 — diaminobenzidina (DAB) e contra-coradas com hematoxilina de Mayer’s. Como
controles positivos foram usadas amostras de tumor mamario previamente testado. A expressao
de VKINA em éareas perivasculares foi considerada como controle interno positivo (ASANO et
al., 2017). Controles negativos foram obtidos pela substituicdo do anticorpo primério por PBS.

A imunomarcacao de VKINA foi avaliada segundo Damasceno et al. (2012), por meio de escala
semiquantitativa no estroma peritumoral adjacente, tanto in situ quanto em areas invasivas de
proliferacdo de células epiteliais malignas, considerando (i) a porcentagem total de tecido corado
positivamente (0-100%) e (ii) a intensidade de coloracéo para o proteoglicano. De acordo com a
escala, (1) foi considerado negativo ou pouco corado, (2) fraco, (3) moderado e (4) forte. O escore
imuno-histoquimico da expressao foi calculado multiplicando-se a porcentagem de tecido corado
(0-100%) pela intensidade da coloragéo (1-4).

2.7 Sobrevida

Todos os cées incluidos na analise da taxa de sobrevivéncia foram acompanhados incluindo
avaliacdo clinica sistematica, exames radioldgicos e analises bioquimicas e hematoldgicas. A taxa
de sobrevida global, expressa em dias, foi definida como o tempo entre a excisdo cirdrgica do
tumor primario e a data do 6bito ou término do experimento. Os cées que morreram durante o
periodo de acompanhamento foram necropsiados no Laboratério de Patologia Veterinaria para
determinar a causa da morte e avaliar possiveis metastases.

2.8 Anélise estatistica

O teste exato de Fisher foi realizado para verificar a significancia das associac@es presuntivas
entre variaveis. Os dados foram agrupados da seguinte forma: diagndstico histolégico (CM, CTM,
CSS); tamanho do tumor (<5,0 ou >5 cm); metéstase linfonodal (n&o ou sim); estadio clinico (I-11
ou 1V-V); grau histologico (I, 11 ou I1); tipo de infiltrado inflamatdrio (linfocitico ou histiocitico),
distribuicdo inflamatoria (focal, multifocal ou difusa) e intensidade inflamatoria (discreta,
moderada ou intensa)

Inicialmente, foi aplicado o teste de Kolmogorov—-Smirnov para avaliar a normalidade da
distribuicdo dos dados. Foram utilizados testes t de Student para as variaveis com distribuicdo
normal. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn foi utilizado para variaveis sem
distribuicdo normal.

O teste de Spearman investigou possiveis correlacdes. Os coeficientes de correlacao (r) foram
interpretados segundo Pett e colaboradores (2003) dividindo as classificagfes em fraco (0-0,29),
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baixo (0,3-0,49), moderado (0,5-0,69), forte (0,7-0,89) ou muito forte (0,9-1,0); sejam eles
positivos ou negativos.

As curvas de sobrevivéncia foram geradas pelo método de estimativa de Kaplan-Meier e
comparadas pelos testes de riscos proporcionais Log-rank Mantel-Cox ou Cox em analise
univariada ou multivariada, respectivamente. Para estabelecer o ponto de corte da variavel VKINA
foi utilizada a mediana dos seus valores.

As anélises foram realizadas utilizando GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad, San Diego, CA,
Estados Unidos). Todas as anélises foram realizadas utilizando 0,05 como nivel critico de
probabilidade para erro tipo I.

3. Resultados

3.1 Caracteristicas clinicas e patoldgicas

A idade das cadelas variou de quatro a 16 anos com média geral de 10,7+2,9. Houve
predominancia de animais sem racga definida (SRD) independente dos grupos 36,5% (19/52). As
cadelas com tumores acima de 5,0 cm representaram 55,7% (29/52) dos casos, com destaque para
0 grupo CSS, nos quais os tumores variavam de seis a 13,0 cm. No grupo de CM o subtipo
histoldgico predominante foi carcinoma papilar grau Il com 50,0% (06/12) e no grupo CTM a
graduacdo | foi mais frequente 66,66% (22/33). Analise comparativa dos achados clinicos e
patol6gicos CM, CTM e CSS sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros clinico- patolégicos das cadelas portadoras de neoplasia mamaria.

PARAMETROS CTM (n=33) CM (n=12) CSS (n=7) p valor
Média de idade! 10,33 (+2,65)? 9,58 (+2,93)° 14 (£1,8)® 0,003*
Tamanho do tumor?

<5,0 cm 19 (57,5%)? 8 (66,7%) 0 (0,0%)° 0.011*
>5,0 cm 14 (42,5%) 4 (33,3%) 7 (100,0%)
Grau histoldgico?
I 22 (66,7%)? 2 (16,7%)" NA
Il 9 (27,2%) 9 (75,0%) NA 0,010*
1l 2 (6,06%) 1 (8,3%) NA
Estadiamento Clinico?
-1 25 (75,7%)? 6 (50,0%) 3 (42,8%)°
IV-v 8 (24,3%) 5 (41,7%) 2 (28,6%) 0,029%
NE 0 (0,0%) 1 (8,3%) 2 (28,6%)
Metéstase Linfonodo?
Presente 8 (24,3%) 5 (41,7%) 2 (28,6%)
Ausente 25 (75,7%)? 6 (50,0%) 3 (42,8%)P 0,029*
NA 0 (0,0%) 1(8,3%) 2 (28,6%)

CM: Carcinomas Mamario, CTM: Carcinoma em Tumor Misto, CSS: Carcinossarcoma. NE: ndo estadiado. NA:
néo avaliado.

Testes estatisticos: Kruskall-Wallis seguido de teste de Dunn? e Qui-Quadrado?

Letras diferentes nas colunas demostram diferenca estatistica entre grupos.

Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05.
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3.2 Analise morfologica do infiltrado tumoral

A inflamacdo foi mais frequentemente moderada nos grupos CTM e CSS do que em CM, mas
sem diferenca entre os grupos e apresentou-se de maneira unanime com distribuicdo multifocal
nos trés grupos. Os linfocitos foram predominantes em todos os grupos experimentais (Tabela 2).

Tabela 2. Analise morfolégica do infiltrado tumoral

MORFOLOGIA DO INFILTRADO CTM CM CSS valor
TUMORAL (N=33) (N=12) (N=07) P
. Linfocitario 8(66,6%) 15 (455%) 4 (57,1%)
Tipo celular Histiocitico 4(333%) 18(545%) 3(429%) %2
. Leve 3(250%)  8(242%) 3 (42,9%)
Intensidade Moderado e intenso 9 (75,0%) 25 (75,8) 4 (57,1%) 0,592

CM: Carcinomas Mamario, CTM: Carcinoma em Tumor Misto, CSS: Carcinossarcoma.
Teste estatistico: qui-quadrado.

Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05

3.3 Imunofenotipagem por citometria de fluxo do sangue periférico
Neste estudo, foi avaliado 65 amostras de sangue periférico (13 do GC, 33 do CTM, 12 do

CM e 07 do CSS). As frequéncias e desvio padrdo das populagBes de linfécitos no sangue
periférico podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3. Perfil imune em sangue periférico.
Linfdcitos-Sangue

Periférico (%) GC (n=13) CTM (n=33) CM (n=12) CSS (n=7) p-valor
Linfdcitos Totais 64,5 (£15,0)2 41,0 (£28,5)° 39,5 (£26,9) 37,4 (£19,9) 0,028*
TCD3 91,3 (8,5 59,9 (£31,1)° 71,3 (£29,5) 46 (£33,5)° 0,002*
TCD4 53,4 (£24,5)A 46,3 (£25,4)A 54,7 (x24,5)"  44,5(+29,2) 0,669
TCD8 30,8 (+14,1)B 25,9 (x19,0)8 22,8 (+18,3)8 38,3 (+26,0) 0,211
CD4/CD8 1,7 1,7 2,3 11 0,179
CD4/1L12 15,5 (£12,6)? 30,6 (£26,3) 40,9 (£25,5)° 28,8 (£27,2) 0,048*
CD8/I1L12 20,6 (£18,4) 38,2 (£29,5) 50,4 (£33,3) 35,9 (£34,7) 0,127
CD4/TGFB 44,3 (+33,3) 39,6 (£32,8) 36,1 (+25,4) 26,3 (£34,9) 0,381
CD8/TGFB 47,2 (£31,0) 34,92 (£27,7) 21,08 +16,6) 26,9 (£30,6) 0,135

Testes estatisticos: Kruskal-Wallis/ Dunn e ANOVA/Tukey. (médiatdesvio padréo)

Letras minusculas diferentes nas linhas demonstram diferencas estatisticas entre grupos
Letras maiusculas diferentes nas colunas demonstram diferengas estatisticas dentro do grupo
Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05

Houve diferenca entre a populacéo de linfocitos TCD4* e TCD8* do grupo GC (p=0,005),
CTM (p=0,002) e CM (p=0,005) (Figura1).
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Figura 1. Perfil imune no sangue periférico de cadelas portadoras de neoplasia mamaria.

A. Avaliacdo de linfécitos TCD4* e TCD8* nos grupos experimentais. B. Comparacfes entre Linfocitos TCD4* e
TCD8* no sangue periférico de cada um dos grupos experimentais.

GC: Grupo Controle, CM: Carcinomas Mamario, CTM: Carcinoma em Tumor Misto, CSS: Carcinossarcoma.
Testes estatisticos: ANOVA/Tukey e Dunn, Teste T pareado e Wilcoxon.

Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05



3.4 Imunofenotipagem por citometria de fluxo do infiltrado tumoral

Foram avaliados 52 tumores (33 CTM, 12 CM e 07 CSS). As frequéncias e desvio padréo

das populacdes de linfocitos no infiltrado tumoral podem ser observados na tabela 4.

Tabela 4. Perfil imune no infiltrado tumoral

Linfocitos no

Infiltrado Tumoral CTM (n=33) CM (n=12) CSS (n=7) p-valor
Linfocitos Totais 20,3 (£14,3) 28,3 (£13,0) 27,88 (£16,6) 0,116
TCD3* 74,7 (£26,7) 76,0 (£30,0) 49,3 (£22,9) 0,062
TCD4* 52,1 (+26,8) 44,0 (x20,7) 42,6 (+27,3) 0,504
TCD8* 30,3 (19,52 20,5 (x10,3) 14,7 (£8,3)° 0,040*
CD4/CD8 1,7 2,1 2,8 0,385
CD4/1L12 54,66 (£33,5) 33,9 (+26,5) 33,7 (+28,5) 0,082
CD4/TGFB 31,9 (+25,1) 44,7 (£33,1) 21,2 (+27,5) 0,123
CD8/TGFB 36,4 (+31,4) 38,5 (+30,1) 26,5 (17,6) 0,612
CD8/GZB 28,1 (+25,6) 28,6 (+29,6) 33,4 (30,3) 0,839
CD14* 51,2 (+30,7) 42,2 (£36,4) 53,7 (£31,2) 0,678
CD14/ARG 52,2 (+29,5) 53 (£34,1) 28,2 (+20,9) 0506
CD14/PD1 41,3 (34,5) 50,6 (+33,0) 51,4 (+26,8) 0,145

Testes estatisticos: Kruskal-Wallis/ Dunn e ANOVA/Tukey. (médiatdesvio padréo)
Letras diferentes nas linhas demostram diferenca estatistica entre grupos.
Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05

Foram observadas diferencas entre as expressoes de linfécitos TCD4* e TCD8*, intratumorais em

todos os grupos experimentais (Figura 2)
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Figura 2. Perfil imune do infiltrado tumoral de cadelas portadoras de neoplasia mamaria. A. Avaliacdo de
linfécitos TCD4* e TCD8* nos grupos experimentais. B. Comparagdes entre Linfocitos TCD4* e TCD8* no infiltrado

tumoral de cada um dos grupos experimentais.
CM: Carcinomas Mamaério, CTM: Carcinoma em Tumor Misto, CSS: Carcinossarcoma.

Testes estatisticos: ANOVA/Tukey e Teste T pareado.

Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05.
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3.5 Expressdo de VKINA

Foram avaliados 52 tumores para a marcac¢ao de VKINA (12 do CM, 33 do CTM e 07 do
CSS). O estroma intratumoral foi a area analisada e todos os casos foram positivos para a marcacao
de VKINA.

A intensidade predominante de marcacao no grupo CM foi moderada, no grupo CTM com
11 casos para cada intensidade de marcacéo (leve, moderada, forte) e no grupo CSS os sete casos
apresentaram marcacdo fraca. A mediana do escore de VKINA geral foi de 120, no grupo CM foi
de 135, no grupo CTM foi 140 e no grupo CSS foi 105.

Houve diferenca significativa quanto ao escore de VKINA entre os grupos CTM e CSS
(p=0,038) (Figura 3)
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Figura 3. Expressdo de VKINA no estroma tumoral.
CM: Carcinomas Mamario, CTM: Carcinoma em Tumor Misto, CSS: Carcinossarcoma Testes estatisticos:
ANOVA/Turkey. Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05

3.5.1. Relacédo entre VKINA e os parametros clinico-patologicos e perfil linfocitico

No grupo CTM, foi observada a correlacdo entre VKINA e T CD3* intratumoral
(p=0,03, r=0,377) e no grupo CSS, a VKINA apresentou correlacdo com linfécitos T CD4/1L12
(p=0,03, r=0,852) e T CD8/1L12 (p=0,01, r=0,927).

No grupo CM foi observado uma correlagéo negativa moderada entre VKINA e o infiltrado
de linfocitos T CD8+ intratumorais (p=0,03, r=-0,642) e positiva moderada entre VKINA e CD14*
(p=0,04, r=0,596).

Sem distin¢do dos grupos, houve correlagdes positivas entre a expressdo de VKINA e a
expressdo de TGFp pelos linfécitos T CD4* (p=0,007, r=0,365) e T CD8" (p=0,02, r=0,319) do
infiltrado tumoral (Figura 4).
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Figura 4. Correlacéo entre o escore de VKINA com a expressdo de TGFB* intratumoral.

Teste estatistico: Correlacdo de Spearman.

Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05.
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Foi utilizado a mediana da expressdo de VKINA (>120) como ponto de corte para a nalise
de correlacdo com tamanho, metéastase nodal, estadiamento e grau histolégico, e ndo houve
associacfes com os parametros clinico-patolédgicos avaliados (Tabela 5).

Tabela 5. Associacdo entre os parametros clinico-patoldgicos com base na mediana (120) da VKINA

Parémetros VKINA <120  VKINA >120 p valor
Diagnostico CTM 08 25

histo gatolc’> ico cM 07 14 0,224
patolog CSS 04 03
5,0cm 07 18

Tamanho >5,0 cm 12 24 0,781
, . Sim 06 12

Metastase em linfonodo N0 09 26 0,748
. lalll 09 26

Estadiamento VeV 06 12 0,748
. I 07 19

Grau histolégico el 08 20 >0,999

CM: Carcinomas Mamario, CTM: Carcinoma em Tumor Misto, CSS: Carcinossarcoma.

Testes estatisticos: exato de Fisher.

Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05.
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A correlacdo da expressao de VKINA (>120) correlacionou-se com a graduacdo das
neoplasias (p=0,006), mas ndo houve correlagédo com o perfil imune intratumoral (Tabela 6)

Tabela 6. Correlacio entre a expressio imunoistoquimica de VKINA >120 com os parametros clinico
independente dos grupos experimentais.

VKINA (>120) r p-valor

Para Tamanho tumoral -0,167 0,314
ilr%r:l%tsr_os Estadiarrlento -0,319 0,050
patolégicos Graduagdo -0,455 0,006*
Metastase em linfonodo -0,317 0,062

Linfécitos Totais -0,070 0,672

T CD4+ 0,121 0,467

T CD8+ -0,086 0,607

Perfil CD4/IL12+ 0,073 0,659

. o CD8/IL12+ -0,173 0,298

Linfocitico

Intratumoral CD4/TGFp+ 0,134 0,421
CDS8/TFGp 0,185 0,265

CD14 0,061 0,716

CD14/ARG 0,097 0,566

CD14/PD1 -0,046 0,786

CM: Carcinomas Maméario, CTM: Carcinoma em Tumor Misto, CSS: Carcinossarcoma.
Teste estatistico: correlagdo de Spearman.
Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05.

Quando avaliado a diferenca do perfil imune com base na expressao de VKINA (<120 ou >120)
em relagdo a mediana do escore de VKINA, observou-se diferencas sobretudo na expressao de
TGEFB* pelos linfocitos T CD4* (p=0,015) e T CD8* (p=0,036) do infiltrado tumoral. Figura 5.
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Figura 5. Comparacao do perfil imune de acordo com a mediana de VKINA.
Testes estatisticos: teste T ndo pareado e Mann Whitney.
Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05
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3.6 Andlise das curvas de sobrevivéncia

Foi possivel obter a sobrevida global de 47 do total de 52 pacientes desse estudo. A
sobrevida minima foi de 21 dias atribuido a uma cadela do grupo CTM grau Ill, que evoluiu
para oObito sem tempo habil para realizacdo de quimioterapia, e 0 periodo méaximo de
sobrevivéncia foi de 623 dias de uma cadela com diagndstico de CTM grau |

A avaliacdo da taxa de sobrevida global foi realizada entre os grupos e apresentou
diferenca significativa (p=0,0009), e constatacdo da menor sobrevida no grupo CSS em
comparagdo com CM e CTM.

Houve diferenca entre os grupos CM e CSS (p=0,006, HR=0,147 e 1C=0,027-0,782) e
entre CTM e CSS (p=0,0006, HR=0,178 e 1C=0,029-1,090). N&o houve diferenca entre CM e
CTM (p=0,652, HR=0,702 e 1C=0,171-2,872). Além disso, mediana de VKINA foi utilizado
para analise de curva de sobrevida, sem diferenca estatistica (p=0,480, HR=0,665 e 1C=0,230-
1,919) entre os pontos de corte (<120 ou > 120) (Figura 6).
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Figura 6. Taxas de sobrevida A. Sobrevida global. B. Sobrevida com base no ponto de corte de VKINA (120).
CM: Carcinomas Mamérios, CTM: Carcinoma em Tumor Misto, CSS: Carcinossarcoma.

Teste estatistico: Kaplan-Meier, seguido do teste Log-rank.

Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05.

3.7 Anélise univariada e multivariada

Apenas os linfocitos T CD8/TFG apresentaram associagdes com a sobrevida na analise
univariada quando o escore de VKINA > 120, e na multivariada os linfécitos totais de Sangue
periférico (Tabela 7)
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Tabela 7. Andlise univariada e multivariada do perfil linfocitico e parédmetros clinicos quando o escore de
VKINA > 120 associados a sobrevida em cadelas portadoras de tumores mamarios.

Parametros Univariada? Multivariada®
1IC 95% p-valor IC 95% p-valor
Cl'n,'c.o' Estadiamento -0,2508 a 0,4371 0,552 -70,77 a 255,7 0,253
patolégicos
Linfocitos Totais -0,5438 20,1149 0,168 -5,48 a-0,244 0,033*
Sangue Linfocitos T CD4* -0,3587 a 0,3359 0,942 -4,249 a 3,829 0,915
Periférico Linfocitos T CD8* -0,2221 20,4613 0,444 -3,464 a 3,356 0,974
CD4/CD8 -0,4195 a 0,2709 0,635 -12,14 a 8,352 0,705
Linfdcitos Totais -0,2668 a 0,4231 0,617 -4,182 a 5,866 0,732
Linfécitos T CD4* -0,4787 a 0,2008 0,374 -6,337 a 0,829 0,125
Infiltrado Linfécitos T CD8* -0,2947 a 0,3979 0,742 -0,478 a 11,08 0,070
Tumoral CD4/CD8 -0,5001 a 0,1737 0,295 -0,527 a 54,31 0,054
CD4/TGFB -0,3418 a 0,3528 0,972 -3,992 a 3,083 0,793
CD8/TGFB -0,6442 a -0,040 0,025* -5,098 a 1,467 0,264

Legenda: a: Correlacdo de Spearman. b: Regressao linear multipla;
Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05.

4 Discussao

A matriz extracelular (MEC) € um importante componente do microambiente tumoral.
Compreender os mecanismos de sua desregulacdo ou remodelamento durante a progressao do
cancer pode abrir novas perspectivas para terapias individualizadas (GRETEN e
GRIVENNIKOV, 2019; POPOVA e JUCKER, 2022). Entretanto, apesar de sua importancia,
0 papel especifico da degradacdo de proteoglicanos no cancer ainda € pouco compreendido
(POPOQV et al., 2023). Este estudo avaliou a expressdo de VKINA e sua relacdo com a
agressividade tumoral, o perfil inflamatdrio e a taxa de sobrevida em cadelas com tumores
mamarios malignos.

Os resultados desta pesquisa em relagdo aos parametros clinico-patolégicos corroboram
a literatura existente. Observou-se a idade média das pacientes (ESTRELA-LIMA et al., 2010;
NUNES et al., 2018; MACHADO et al., 2018), a correlacdo entre o tamanho tumoral e o pior
prognostico (FERREIRA et al., 2009), e a alta frequéncia de carcinomas em tumores mistos
(NUNES et al., 2018; PATEL et al., 2019).

A andlise do tipo celular presente no infiltrado inflamatorio das neoplasias mamarias
pode influenciar de diversas formas a progressdo ou regressao tumoral, bem como a resposta
ao tratamento e as taxas de sobrevida (ESTRELA-LIMA et al., 2010; 2012; 2016; VIEIRA-
FILHO et al., 2018; BUJAK et al., 2020; SFACTERIA et al., 2021; DAMASCENO et al.,
2022). Tumores mamarios malignos em cadelas sdo caracterizados por uma infiltracdo
marcante de células mononucleares, especialmente linfécitos, no estroma e ao redor de vasos e
células neoplasicas (KIM et al., 2012). A auséncia de dados significativos na analise
morfolégica pode refletir a homogeneidade dos grupos, ou seja, por se tratar apenas de tumores
malignos, no entanto, difere do observado por Sfacteria e colaboradores (2021), que relataram
variagdo na quantidade de células inflamatorias associadas ao tumor a depender do grau de
malignidade da neoplasia.

A maior frequéncia de infiltrado intratumoral histiocitico em subgrupos mais agressivos,
como CM e CSS, sugere a ativacdo de macrofagos pela via alternativa, resultando em um
microambiente imunossupressor (ESTRELA-LIMA et al., 2010; KIM et al., 2012; CHEN et
al., 2022; VIEIRA-FILHO et al., 2018). Por isso, os estudos de fenotipagem das células
inflamatdrias e citocinas sdo fundamentais e mais robustos do que a morfologia para inferir
sobre a interferéncia da inflamac&o nos carcinomas mamarios de cadelas.
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As proporc¢des de subtipos especificos de linfocitos variam entre pacientes com cancer.
Neste estudo, os niveis plasmaticos de linfécitos T CD3* foram menores em cadelas com
neoplasias mamarias, especialmente nos grupos CTM e CSS, em comparagdo ao grupo controle
(CHEN et al., 2023; LISIECKA et al., 2024). No entanto, o0 motivo pelo qual isso ocorre ainda
é desconhecido. Uma possibilidade é que o tumor secrete citocinas e fatores imunossupressores
que resultem na queda da proteina CD3 (WATANABE et al, 2011). Esses dados sugerem que
a analise da expressao do receptor CD3 pode ser Util para avaliacdo do progndstico e progressao
da doencga em cadelas com tumores mamarios malignos (LISIECKA et al., 2024)

Nossos dados demonstram que os linfécitos TCD8* circulantes séo menores em relacéo
aos TCD4* nos grupos CM e CTM, no entanto, sem correlacdes com parametros clinicos. Na
literatura é observado que pacientes que expressam menos linfécitos T CD8*, apresentam maior
estadiamento clinico e presencga de metastase nodal (CHEN et al., 2023) e em tumores mamario
triplo negativos de mulheres a maior infiltracdo dos linfocitos TCD4* em sangue periférico
estavam relacionados a melhor sobrevida global e livre da doenca e (L1 et al., 2022). No entanto,
em carcinomas em tumores mistos de cadelas observou-se maior frequéncia de Linfocitos
TCD8* quando comparados a outros carcinomas mamarios (ESTRELA-LIMA, et al., 2012).

Estrela-lima e colaboradores (2012) observaram ainda que a razdo CD4/CD8 em sangue
periférico de CTM pode ser um bom biomarcador progndstico, no qual uma razdo maior que
1,8 representa menor sobrevida das pacientes. Esses valores estdo de acordo com o observado
no presente estudo. No entanto, em tumores triplo negativos de mulheres, a maior razéo
representou uma melhor resposta terapéutica (L1 et al., 2022), assim é importante a exploracéo
dos subconjuntos de linfocitos periféricos em diferentes tumores mamarios

A IL-12, a principal citocina pr6 inflamatdria expressa por células apresentadoras de
antigeno, células dendriticas, macrdfagos ativados e regulam a diferenciacdo de linfocitos
TCD4+em Thl (HONG etal., 2013; HABANJAR et al., 2023). Esse dado pode ser corroborado
ao observar a alta infiltragdo de CD4/IL12 pelo grupo CM e a diferenga com o grupo controle,
0 que demonstra a ativacdo dessa citocina para o combate tumoral e melhor sobrevida em
relacdo ao grupo CSS

As interleucinas desempenham um papel fundamental no cancer, com uma funcéo
particular no crescimento tumoral, invasdo e potencial metastatico como observado por Estrela
Lima e colaboradores (2016) que relataram um o envolvimento da IL-10 no pior progndstico
em carcinomas mamarios. (ESTRELA-LIMA et al., 2016)

Destaca-se que a avaliacdo de linfécitos em sangue periférico € uma abordagem menos
invasiva, e na veterinaria pode ser um caminho interessante de ser explorado e correlacionado
com linfécitos infiltrantes do tumor, para abrir perspectivas de terapéutica e sobrevida nas
pacientes.

A avaliacdo imunofenotipica do infiltrado tumoral ja foi demonstrado em cancer de
mama de mulheres que os tumores podem alterar ativamente a frequéncia dos subconjuntos de
células T nos seus diferentes microambientes como sangue periférico, tecidos tumorais e nos
linfonodos regionais, o que influencia na imunopatogénese desta doenca (RAD et al., 2015).
Em nosso estudo observou-se alta infiltracdo de T CD8+ no grupo CTM em relacdo ao grupo
CSS, corroborando o estudo de Estrela-Lima e colaboradores (2010), no qual as células TCD8*
também atuaram como importantes biomarcadores prognosticos, e estavam associados a maior
sobrevida a resposta imune antitumoral.

Também se notou que em todos os grupos houve predominio significativo de TCD4*
em relacdo a TCD8*, semelhante ao observado em tumores de mama malignos invasivo de
mulheres (COPPOLA et al., 2022). Os TILs CD8*, representam um potencial fator progndstico
favoravel e impactam as taxas de sobrevida livre da doenca e global (SPATHAS et al., 2022).

Nesse estudo ndo foi observado associagfes da propor¢cdo CD4/CD8 com a sobrevida
das pacientes, semelhante ao observado por (JORGENSEN et al., 2021), no entanto, a menor
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proporcdo foi observada no grupo CTM, de melhor prognoéstico. Esse achado corrobora o
observado em modelo experimental, no qual animais submetidos a terapia, e que também
apresentaram bom progndstico obtiveram menor razdo (ALAMSYAH et al., 2021)

As interagbes ocorridas entre as células tumorais, a modulagdo com o sistema
imunologico e os componentes matriz extracelular sdo alvos de estudos recentes (GRETEN e
GRIVENNIKOV, 2019; EBLE e NILAND, 2019; HARTMANN et al., 2014; MAEKAWA et
al., 2016). A protedlise do VCAN (VKINA) estd implicada em processos de crescimento
tumoral e metastase (POPOVA e JUCKER, 2022). Neste estudo, a presenca de VKINA no
estroma de todos 0s grupos experimentais sugere seu envolvimento na evolucdo tumoral,
incluindo em carcinomas mamarios caninos.

As diferencas na expressdo de VKINA entre CTM e CSS podem estar relacionadas a
atividades imunoreguladoras que estimulam citocinas inflamatorias e quimiotaticas, similar ao
observado em mielomas (HOPE et al., 2016), além de promover a diferenciacdo de precursores
de células dendriticas (HOPE et al., 2017). Estudos indicam que uma maior expressao de
VKINA esta associada a tumores de pior prognostico, como no mieloma multiplo humano
(DHAKAL etal., 2019; HOPE et al., 2016).

Em cadelas com CTM e CSS, observou-se que a VKINA esteve relacionada
invasividade de células neoplésicas, maior grau histoldgico e menor tempo de sobrevida
(SOUZA, 2021 - dados néo publicados) contrastando nosso estudo, no qual, houve uma menor
expressao de VKINA no grupo CSS. Contudo, é importante destacar que pouco se sabe a
respeito da expressdo de VKINA em neoplasia mamarias, além disso, a presente pesquisa
apresenta um grupo amostral restrito de CSS, e ressalta-se a importancia de avaliar o
comportamento de desse protedlito em diferentes subtipos histolégicos mamarios

Nesse estudo a correlacdo da VKINA com parametro-clinicos importantes como grau
histoldgico somente foi observada quando se utilizou um ponto de corte, baseado na mediana
da expressdao de VKINA e independente dos grupos histologicos. Ndo ha até o momento
descrigdes dessas correlagdes, apenas com o prognoéstico do tumor (DHAKAL et al., 2019;
HOPE et al., 2016),

Alguns autores acreditam que a VKINA pode contribuir para regulacdo do infiltrado
inflamatdrio e resposta imune antitumoral (DHAKAL et al., 2019; HOPE et al., 2016; KRAUS
et al., 2022). Hope e colaboradores (2016), ao estudarem o mieloma em humanos observaram
que a subpopulacdo de linfocitos T CD8* foi predominante nos casos de alta expressdo de
VKINA, semelhante ao observado em cancer colorretal (HOPE et al., 2017; KRAUS et al.,
2022) e em carcinomas humanos, incluindo os mamarios em mulheres (EMMERICH et al.,
2020) e em murinos (SANTOS, 2023). No entanto, esse dado ndo foi corroborado no presente
estudo, tanto no perfil linfocitico de sangue periférico, quanto do infiltrado tumoral, o que pode
demonstrar sua capacidade imunomoduladora, com atividades que dependem do contexto em
que € apresentado as células, da fase inicial ou terminal da doenca e versatilidade do precursor
VCAN em se ligar a multiplos receptores (WIGHT et al., 2020; REDONDO-GARCIA et al.,
2021).

Um achado importante demostrado em nosso estudo refere-se a alta expresséo de TGF-
B por linfocitos T CD4* e T CD8* intratumorais, quando a expressao de VKINA foi acima de
120, assim as correlacdes diretas entre essas moléculas. A interacdo entre a matriz extracelular
e as células inflamatorias pode-se apresentar de maneira dindmica a depender da fase e da
intensidade do remodelamento ocorrido (PAPADAS et al., 2022). Na fase de progresséo
tumoral, a fibrose progressiva mediada por TGF-f e acamulo progressivo de VKINA resulta
na paralisacdo das células efetoras e podem promover o escape imunoldgico (DEB et al., 2022;
PAPADAS et al., 2022).

O TGF-B ¢ uma citocina reguladora pleiotropica de numerosos processos
fisiopatologicos, incluindo carcinogénese e respostas imunes (ZHAO et al., 2020; BULK et al.,
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2021). Quando ainda em equilibrio em ambientes tumorais 0 TGF-B pode atuar como um gene
supressor de tumor; inibindo a proliferagdo, regulando a diferenciacdo e, eventualmente,
promovendo a apoptose (BULK et al., 2021). No entanto, as proprias células tumorais podem
secretar TGF-p, de forma a utilizar os seus efeitos inibitorios a outras células do microambiente
tumoral, beneficiando-se, com um aumento do potencial invasivo e metastatico avangando-se
para um estado imunossupressor-(IHARA et al., 2017; ZHAO et al., 2020; BULK et al., 2021).

J& foi demonstrado que a alta expressdo de TGF-B1 foi capaz de estimular a super
expressao de proteinas de ativacdo de fibroblastos, o que os induz a secretar mais VCAN,
resultando em migracdo, invasdo e transicdo epitélio-mesenquimal em céncer de bexiga.
Entretanto, apesar de bastante interessante, a relacdo e os mecanismo envolvidos entre a
VKINA e ao TGF-B, séo pouco esclarecidos na literatura (PING et al., 2023).

As células tumorais reconhecem via receptores os componentes da MEC e os modificam
depositando ou degradando a matriz (ITOH, 2022; KARAMANOS et al., 2019) por isso estudos
que demonstrem o remodelamento do estroma permite abordagem de imunoterapia mais
personalizadas, além disso, na espécie canina, 0s estudos ainda sdo escassos e a interacdo entre
VKINA e os subtipos linfociticos, ou ainda, a VKINA como potencial biomarcador de resposta
a imunoterapia, precisam ser melhor caracterizados em diferentes neoplasias mamarias caninas.

As pacientes dos grupos CM e CTM obtiveram maior taxa de sobrevida global quando
comparadas ao grupo CSS, como esperado, visto que esse é o tumor de pior prognéstico
(RAUBER et al., 2023). No que se refere a esse grupo, € possivel mencionar o carater mais
agressivo dos subtipos tumorais mistos com proliferacdo sarcomatosas (CASSALI, 2017,
DAMASCENO et al., 2016; NUNES et al., 2019; RASOTTO et al., 2017; RAUBER et al.
2023). Além disso, nesse subtipo houve predominio de tumores grandes o que influencia
diretamente no prognostico (FERREIRA et al., 2009).

Em pacientes com mieloma multiplo poés-transplantados que apresentaram menor
sobrevida global e livre da doenca com alta expressdo de VKINA (DHAKAL et al., 2019), no
entanto, esse achado néo foi corroborado em nosso estudo, visto que a VKINA ndo demonstrou
significancia na curva de sobrevida. Contudo, no microambiente tumoral uma série de
interagBes complexas entre as células tumorais, o sistema imunoldgico e a matriz extracelular
ocorrem sem ainda haver uma elucidacdo completa de todos os mecanismos (LINDAHL et al.,
2017; PIOTROWSKI et al., 2020).

Assim nossos dados demonstram gque em tumores mamarios malignos de cadelas ha
predominio intratumoral de linfocitos TCD4* em relacdo aos linfocitos TCD8*, contudo,
aqueles tumores que possuem maior infiltracdo de TCD8*, possuem melhor prognéstico. A
VKINA néo pode ainda ser considerada um marcador progndstico independente, mas sua alta
expressdo (>120) apresentou uma correlacao direta com a graduacéo histologica e TGFB no
microambiente tumoral. Futuras pesquisas podem elucidar ainda mais a influéncia da VKINA
na agressividade tumoral e sua capacidade imunomoduladora, sobretudo em diferentes tipos
histoldgicos, a fim de trazer novas perspectivas progndsticas e terapéuticas, ndo so para a
espeécie canina, mas dentro do contexto translacional, beneficiar também as mulheres.
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Avaliacao das diferencas do perfil Imune, matriz extracelular e matriquina: relacdo com
a agressividade tumoral no Carcinomas em Tumores Mistos mamario caninos
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Resumo

O carcinoma em tumor misto (CTM) de cadelas ¢ uma neoplasia bastante frequente e
heterogénea. E provavel que interacdes ocorridas no microambiente tumoral possam
desempenhar um papel importante na etiopatogenia desse subtipo histoldgico. Entretanto,
estudo sobre os seus componentes mesenquimais/metaplasicos, o perfil imunolégico e o
remodelamento da matriz extracelular ainda sé&o incipientes. Desta forma, objetivou-se avaliar
as diferencas do perfil imune, matriz extracelular e a expressao de VKINA nos CTMs mamario
de cadelas e sua relagdo com a agressividade tumoral. Um total de 46 cadelas foram
selecionadas e divididas em trés grupos: controle (GC: n=13), CTM grau | (CMT I. n=22),
CTM grau II/lI1 (CTM 1I/11I: n=11). As pacientes foram submetidas a avaliagdo clinica,
laboratorial, mastectomia, caracterizacéo clinico-patologica do tumor, morfologia do infiltrado
inflamatdrio intratumoral imunofenotipagem do sangue periférico e tumores por citometria de
fluxo, avaliagdo de VKINA por imuno histoquimica, além da analise de sobrevida. Os
resultados indicaram que o componente mesenquimal associado a matriz mixéide contribui para
maior graduacgdo, metastase nodal e menor sobrevida em CTM, a IL12 auxiliar o CTM | no
combate tumoral, os tumores de maior agressividade (grau I1/111), apresentaram maior infiltrado
de TCD4" e TGF-B* e expressdo de VKINA na matriz extracelular. Assim, sugere-se que 0
CTM tem um microambiente caracteristico a depender do seu grau de agressividade. O
componente mesenquimal, a alta expressédo de TGF-p ¢ VKINA influenciam na agressividade
do tumor, enquanto a IL12 em CTM I auxilia no combate tumoral. Esse é o primeiro estudo a
trazer a relacdo da VKINA com IL12 e TGF-p nesse subtipo histolégico

Palavras-chaves: matriz extracelular, metaplasia, matriquinas, linfécitos, cancer de mama

Assessment of differences in the immune profile, extracellular matrix and matrikine:
relationship with tumor aggressiveness in canine mammary carcinomas in mixed tumors

Abstract

Carcinoma in mixed tumor (CMT) in female dogs is a very frequent and heterogeneous
neoplasm, which may present several interactions in its tumor microenvironment, which may
play an important role in the etiopathogenesis of this histological subtype. Although this type
is quite frequent, studies on its mesenchymal/metaplastic components, immunological profile
and remodeling of the extracellular matrix are still incipient. Thus, the objective of this study
was to evaluate the differences in the immune profile, extracellular matrix and VKINA
expression in mammary CMT of female dogs and their relationship with tumor aggressiveness.
A total of 46 female dogs were selected and divided into three groups: control (GC: n=13),
CMT grade | (CMT I: n=22), CMT grade 1I/lIl (CMTII/Ill: n=11). The patients underwent
clinical and laboratory evaluation, mastectomy, clinical-pathological characterization of the
tumor, morphology of the intratumoral inflammatory infiltrate, immunophenotyping of
peripheral blood and tumors by flow cytometry, evaluation of VKINA by
immunohistochemistry, in addition to survival analysis. The results indicated that the
mesenchymal component associated with the myxoid matrix contributes to higher grading,
nodal metastasis and lower survival in CMT, IL12 helps CMT 1 in tumor control, the most
aggressive tumors (grade II/11l) presented greater infiltration of TCD4* and TGFp*, and
expression of VKINA in the extracellular matrix. Thus, CMT has a characteristic
microenvironment depending on its degree of aggressiveness. The mesenchymal component,
the high expression of TGFB* and VKINA influence tumor aggressiveness, while IL12 in MTC
I helps in tumor control. This is the first study to show the relationship between VKINA and
IL12 and TGF-B in this histological subtype.
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Keywords: extracellular matrix, metaplasia, matrikines, lymphocytes, breast cancer

1. Introducdo

A espécie canina ¢ amplamente reconhecida como um modelo valioso para estudos
comparativos e translacionais de cancer em seres humanos.3334 Isso se deve as notaveis
semelhancas entre cdes e humanos em termos de prevaléncia, etiologia, patogénese,
classificacdo histopatoldgica, subtipos moleculares, heterogeneidade molecular e perfis de
mutagdo.*34

Os carcinomas em tumores mistos (CTM) séo prevalentes entre as neoplasias mamarias
malignas diagnosticadas em cadelas, chegando a 75% dos caso0s.**®® Histologicamente, 0s
CTM sdo caracterizados por um componente epitelial maligno e um componente mesenquimal
benigno que pode ser cartilagem, 0sso ou tecido adiposo’ e geralmente o prognéstico para CTM
é favoravel.*> Embora ndo equivalentes, carcinoma metaplasico da mulher também se
caracterizam por uma mistura de componentes epiteliais e mesenquimais, no entanto, tendem a
ser mais agressivo, com prognostico desfavoravel, maior tamanho tumoral, grau histologico
elevado, fenotipo triplo-negativo, maior tendéncia a recorréncia local e altas taxas de
metastases. %30

Ainda que se saiba que os padrdes de proliferacdo epitelial no CTM possam interferir
no prognodstico,®® a influncia dos componentes mesenquimais/metaplasicos e do
microambiente tumoral na agressividade desse subtipo histoldgico ainda é pouco
compreendida. O microambiente tumoral é composto pelas células tumorais, membrana basal,
células endoteliais, adiposas, neuroenddcrinas, fibroblastos, células imunes infiltrantes do
tumor e a matriz extracelular (MEC), além de moléculas sinalizadoras como quimiocinas,
citocinas e fatores de crescimento que regulam a progressdo do tumor.*’ Pesquisas atuais
buscam elucidar a contribuigdo da inflamagéo para a progressao tumoral, desenvolvimento de
metastase e de imunoterapias especificas e individualizadas para os pacientes oncolégicos.%
Estudos de tumores mamarios humanos e caninos sugerem que as interacdes ocorridas no
microambiente estdo relacionadas ao comportamento agressivo dessas neoplasias e processo
inflamatério associado.®531:47:60

Em mulheres com carcinomas mamarios, os linfocitos infiltrantes de tumor (TIL)
demonstraram associagdes com a maior sobrevida e remissdo completa®!, agressividade tumoral
e metastase em linfonodos®’, tamanho tumoral, graduacdo e auséncia de receptores de
estrdgeno, atuando como valor prognéstico independente. 854118

Em cadelas, a maior frequéncia de linfocitos TCD4* esteve associada a ocorréncia de
metéstase, enquanto a maior frequéncia dos linfocitos TCD8* foi observada nos tumores de
melhor prognéstico e sem metastases.!” JA em carcinomas inflamatérios mamarios foi
observado que os linfécitos TCD8* indicaram aumento da malignidade assim como a menor
sobrevida dessas cadelas.*® Contudo, uma melhor avaliagédo e caracterizacdo do perfil de TILs,
inflamatorios, pode beneficiar pacientes com potencial resposta as imunoterapias instituidas.

Além dos linfécitos, citocinas como a interleucina 12 (IL-12), recrutam células T
citotoxicas Natural Killers (NK) e CD8", além de colaborar com macréfagos M1 no combate a
microorganismos e células tumorais.3®%> Qutra citocina reguladora importante é o fator de
crescimento transformador — 3 (TGF-B) que em homeostase em ambientes tumorais atua como
um gene supressor de tumor. 4 Contudo, com o desenvolvimento tumoral, o TGF-f presente na
matriz extracelular (MEC) pode apresentar efeitos contrarios, resultando na progressao do
tumor.”

A MEC promove interacbes dindmicas entre seus elementos e 0s componentes
inflamatorios. Dentre estes elementos, o versican é um proteoglicano da matriz extracelular
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envolvido desenvolvimento embrionério, inflamacéo e processos metastaticos:’® Ele pode ser
clivado por enzimas proteoliticas, como as ADAMTS, gerando compostos bioativos
denominados (matriquinas) entre eles a versikina (VKINA).* A VKINA possui importante
papel na inflamagdo tumoral, no remodelamento da matriz extracelular,*5? promovendo
apoptose e induzindo a expressdo de IL-1b, IL-6, IL-12 por macr6fagos em mielomas
humanos.?® Além disso, aumenta a infiltracdo de Linfdcitos CD8* nos carcinomas colorretais®?,
e estimula a infiltracdo de TCD8* anérgicos em mielomas.*?

Recentemente, pesquisadores tem se debrucado sobre a influéncia da VKINA na
inflamacdo dentro do microambiente tumoral de carcinomas mamario, especialmente, na
especie canina.

Dessa forma, o0 modelo canino pode ser um recurso valioso na oncologia comparada,
abrindo novas perspectivas para estudos de neoplasia mamarias em mulheres?0-2433.34.66 Assim,
propde-se avaliar as diferencas do perfil imune, matriz extracelular e VKINA no Carcinoma
em Tumor Misto mamario de cadelas e sua relagdo com a agressividade tumoral.

2. Materiais e métodos

2.1 Critérios de selecao, inclusdo e exclusao.

Cadelas de diferentes racas, idades e portes, com tumor mamario atendidas pelo
Nucleo de Pesquisa em Oncologia Mamaria da Universidade Federal da Bahia, Brasil,
foram selecionadas entre 2021 e 2023. Do total de 165 cadelas atendidas, 33 cadelas de
diferentes racas, idades e portes, aptas a realizagdo da mastectomia unilateral foram
incluidas no grupo experimental, em um ensaio clinico prospectivo e randomizado.

Foram considerados critérios de exclusdo, a presenca de outros tipos de tumores
detectados durante o0 processo de selecdo/estudo ou doencas concomitantes
(infecciosas/auto-imunes); cadelas com neoplasia em ambas as cadeias mamarias, tumores
mamarios menores que 1,0 cm, e 0s casos em que as amostras do tumor colhido no momento
da cirurgia ndo correspondia ao tumor de pior progndstico.

Além das cadelas com tumor mamario, foram selecionadas 13 cadelas saudaveis
para compor o grupo controle (GC), totalizando 46 cadelas. As 33 cadelas com diagndstico
de carcinoma em tumor misto (CMT) foram alocadas com base na graduacao histoldgica,
nos seguintes grupos: grupo CTM grau | (n=22) e grupo CTM grau Il e 11l (n=11).

A Comissdo de Etica para 0 Uso de Animais Experimentais local (n° 16/2021)
aprovou este protocolo de pesquisa, e todos os procedimentos foram conduzidos de acordo
com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Todos 0s responsaveis
pelos animais forneceram consentimento live e esclarecido.

2.2 Avaliacao Clinica e Mastectomia

Todos os animais foram submetidos a avaliacdo clinica, radiografia toracica em trés
incidéncias, ultrassonografia de abdémen total para avaliacdo de metéstase e exames de sangue
incluindo hemograma completo e bioquimico (uréia e creatinina séricas).

Os tumores malignos foram classificados de acordo com o sistema de estadiamento
TNM (adaptado de OWEN, 1980), incluindo o tamanho do tumor (T), o envolvimento dos
linfonodos regionais (N) e a presenca ou auséncia de metéstase a distancia (M). Todas as
pacientes foram submetidas a mastectomia total unilateral com retirada do linfonodo regional.

2.3 Classificacdo e graduacao histologica
Apos a finalizagdo do procedimento cirdrgico a cadeia mamaria foi submetida ao exame
histopatoldgico e as laminas analisadas por 2 patologistas veterinarios que seguiram os critérios
propostos por Cassali et al. (2017)’. Os tumores foram classificados pelo Sistema de
Nottingham?!3, que avalia a porcentagem de formacéo de tubulos, pleomorfismo nuclear e indice
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mitotico. Para avaliacdo da atividade mitdtica, foram avaliados 10 campos neoplasicos, sem
necrose ou artefatos, utilizando microscopio Olympus BX40, objetiva de 40x, nimero de
campo ocular de 10x, campo de visdo de 22 mm de didmetro e 0,55 mm nos campos de nivel
de amostra. Todas as mitoses tipicas e atipicas foram contadas em 10 campos (ou seja, 2,37
mm?2 de area).

2.4 Analise do componente morfoldgico da matriz de CTM
As laminas histopatologicas coradas com hematoxilina e eosina de todos os animais
selecionados foram avaliadas para obtencgéo de informacdes quanto ao tipo de matriz envolvida
nos tumores avaliados, e foram em seguida categorizados como: i) CTM apenas com matriz
mixoide, e ii) CTM com componente metaplasico, caracterizados por formagdo condroide,
ostedide, mineralizacdo, trabéculas 6sseas maduras ou tecido mieloide.

2.5 Analise morfologica do infiltrado tumoral

A andlise dos aspectos morfoldgicos foi realizada em cortes histologicos de 4 um corados
com HE e a reacdo inflamatoria classificada pelo tipo inflamatdrio presente, distribuicéo e pela
intensidade. O tipo inflamatdrio foi classificado como: i) linfocitario; ii) macrofagico. A
distribuicéo dos infiltrados inflamatorios foi avaliada e classificada em: i) focal: presenca de 1
a 3 focos inflamatdrios; ii) multifocal: presenca de mais de 3 focos inflamatdrios e iii) difuso:
presenca de células inflamatorias distribuidas uniformemente na seccdo tumoral. A intensidade
da reacdo inflamatdria foi categorizada em trés subgrupos (discreta, moderada ou intensa) com
base na analise morfométrica do infiltrado inflamatério total.*’

2.6 Imunofenotipagem de linfécitos por citometria de fluxo
2.6.1 Sangue periférico
Para determinar as frequéncias de células inteiras no sangue periférico, foram utilizadas 46

amostras, coletadas em EDTA (2 mL), adicionado em meio de cultura celular RPMI 1640,
seguido de lise utilizando tampéo de lise ACK (BD Biosciences CA) durante 10 minutos e
lavado duas vezes com PBS 1x (Sigma, St. Louis, MO) a 300 xg. As células foram ajustadas a
uma concentragdo de 5 x 10° células/mL em tubos de polipropileno para marcagdo com
anticorpos monoclonais hospedado em ovelhas com reatividade contra antigenos caninos, o-
CD3-FITC (clone CA17.2A12), a-CD4-RPE 1:320 (rato-IgG2a, clone YKIX302.9) ¢ a-CD8-
AlexaFluor 647 1:40 (rato-1gG1, clone YCATEDS5.9), para determinacdo das subpopulacgdes
linfocitica; IL12-PE 1:100; TGFB-1-APC 1:100 para determinacao das citocinas inflamatorias
(Invitrogen, Elabsciesce, Bio-Rad Laboratories California, EUA).

2.6.2Tumor mamario

Foram colhidos de trés a cinco fragmentos de 1cm3, tamanho dos ndédulos mamarios (n=33),
de acordo com o para analise imunofenotipica por citometria de fluxo. Os fragmentos
representavam as regides cranial, caudal, medial, lateral e central do tumor em relacdo a cadeia
mamaria. Os fragmentos foram acondicionados em meio 5 mL de cultura celular RPMI 1640.

Os fragmentos dos tumores foram macerados mecanicamente seguido de filtracdo em
Falcon de 50um para purificagdo das células. Foi realizado a lavagem duas vezes com PBS 1X
e quantificadas para 1 x 10 ® células/mL colhidas em PBS até ao processo de marcacao celular.
Para a marcacao das células tumorais foram utilizados anticorpos monoclonais hospedados em
ovinos com reatividade canina: a-CD3-FITC (clone CA17.2A12), a-CD4-RPE 1:320 (rato-
IgG2a, clone YKIX302.9) ¢ a-CD8-AlexaFluor 647 1:40 (rato-1gG1, clone YCATES5.9) e
Granzima B — Alexa Fluor 1:100 para determinacdo das subpopulagdes linfocitica; 1L12-PE
1:100; TGFp-1-APC 1:100 para determinac&o das citocinas inflamatorias , Arginase-PE 1:100,
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CD14-APC 1:100 para determinacdo de mondcitos (Invitrogen, Elabsciesce, Bio-Rad
Laboratories California, EUA)

Apbs todo o procedimento de marcacdo da fenotipagem tanto do sangue periférico e do
tumor, as medidas citométricas de fluxo foram realizadas em um instrumento FACS Calibur
(Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA). A analise dos dados foi realizada primeiro
controlando populagdes de linfocitos com base nas propriedades de disperséo direta (FSC)
versus dispersdo lateral (SSC). As caracteristicas imunofenotipicas foram analisadas em
graficos de pontos FL1/FITC de duas cores versus FL2/R-PE. A analise da citometria de fluxo
foi realizada utilizando o pacote Cell Quest ™ Software e o programa FlowJo 7.6.5.

2.7 Expressao de VKINA

Para a realizacdo da técnica de imuno-histoquimica, sec¢des de 4um foram obtidas de cada
caso e coletadas sobre laminas silanizadas (StarFrost). As laminas foram desparafinizadas,
reidratadas em uma série gradual de etanol e submetidas a tratamento enzimatico por meio
citrato-EDTA. Posteriormente todas as laminas foram incubadas em peroxido de hidrogénio
3% em metanol para o blogueio da atividade da peroxidase enddgena por 15 minutos. Apos o
resfriamento, as laminas foram cobertas com soro normal de coelho a 10% em PBS por 15
minutos.

As seccdes histologicas foram incubadas com o anticorpo primario anti-DPEAAE,
policlonal em diluicdo de 1:500, por 1 hora a 25°C e na sequéncia aplicado o método de
revelacdo polimérica (Novolink™ Max Polymer Detection System). Por ultimo, as sec¢oes
foram expostas ao cromogeno 3,3 — diaminobenzidina (DAB) e contra-coradas com
hematoxilina de Mayer’s. Como controles positivos foram usadas amostras de tumor mamario
previamente testado. A expressdo de VKINA em &reas perivasculares foi considerada como
controle interno positivo (ASANO et al., 2017). Controles negativos foram obtidos pela
substituicdo do anticorpo primario por PBS.

A imunomarcacdo de VKINA foi avaliada segundo Damasceno et al. (2012), por meio de
escala semiquantitativa no estroma peritumoral adjacente, tanto in situ quanto em areas
invasivas de proliferacdo de células epiteliais malignas, considerando (i) a porcentagem total
de tecido corado positivamente (0—-100%) e (ii) a intensidade de coloragéo para o proteoglicano.
De acordo com a escala, (1) foi considerado negativo ou pouco corado, (2) fraco, (3) moderado
e (4) forte. O escore imuno-histoquimico da expressdo versicana foi calculado multiplicando-
se a porcentagem de tecido corado (0-100%) pela intensidade da coloragéo (1-4).

2.8 Sobrevida

O tempo de sobrevida global foi definido como o periodo (em dias) entre a excisédo cirurgica
do tumor primério e a data do 6bito por qualquer motivo ou pela doenca ou a data de conclusdo
do estudo. A sobrevivéncia global dos animais foi verificada por contato ao final do
experimento. Os pacientes que evoluiram ao 6bito durante o periodo de acompanhamento, com
0 consentimento dos responsaveis, foram encaminhados ao Laboratério de Patologia e
necropsiados para determinacdo da causa da morte e identificagdo de possiveis metastases.

Os animais em que 0s tutores ndo seguiram em acompanhamento, ou que houve perda de
contato, ndo foram incluidos na anélise de sobrevida.

2.9 Analise estatistica
O teste exato de Fisher foi realizado para verificar a significancia das associagdes
presuntivas entre variaveis. Os dados foram agrupados da seguinte forma: Grupos (GC, CTM
I, CTM II/IIT); tamanho do tumor (<5,0 ou >5 cm); metastase linfonodal (ndo ou sim); metastase
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pulmonar (ndo ou sim); estadio clinico (I-111 ou IV-V); grau histolégico grau (I, 11 ou I11); tipo
de matriz(mixdide pura ou mixdide composta); tipo de infiltrado inflamatério (linfocitéario ou
histiocitico), distribuicdo inflamatoria (focal, multifocal ou difusa) e intensidade inflamatdria
(discreta, moderada ou intensa)

Inicialmente, foi aplicado o teste de Kolmogorov—-Smirnov para avaliar a normalidade
da distribuicdo dos dados. Foram utilizados testes t de Student para as varidveis com
distribuicdo normal. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn foi utilizado para
variaveis sem distribuigdo normal.

O teste de Spearman investigou possiveis correlacfes. Os coeficientes de correlacao (r)
foram interpretados segundo PETT e colaboradores (2003),% dividindo as classificagdes em
fraco (0-0,29), baixo (0,3-0,49), moderado (0,5-0,69), forte (0,7-0,89) ou muito forte (0,9-
1,0); sejam eles positivos ou negativos.

As curvas de sobrevivéncia foram geradas pelo método de estimativa de Kaplan-Meier
e comparadas pelos testes de riscos proporcionais Log-rank Mantel-Cox ou Cox em analise
univariada ou multivariada, respectivamente. As analises foram realizadas utilizando GraphPad
Prism 8.0.2 (GraphPad, San Diego, CA, Estados Unidos). Todas as analises foram realizadas
utilizando 0,05 como nivel critico de probabilidade para erro tipo I.

3. Resultados

3.1 Caracteristicas clinicas e patoldgicas
A idade das cadelas variou de quatro a 16 anos com média geral de 10,33+2,65. Houve
predominancia de animais sem racga definida (SRD) independente dos grupos 33,33% (11/33).
No grupo CTM II/11l apenas dois casos apresentaram graduacdo histologica Ill. A analise
comparativa dos achados clinicos e patoldgicos sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros clinico-patolégicos das cadelas portadoras de neoplasia mamaria.
CTM 1 (n=22) CTM II/II (n=11)

PARAMETROS p-valor
n % n %
Média de Idade! 10,4 (£2,8) 10,18 (£2,3) 0,7833
Tamanho tumoral? <5,0 cm 14 63,64 3 27,21 <0,0001*
>5,0cm 8 36,36 8 72,73
lalll 18 81,82 4 36,36
Estadiamento Clinico? VeV 2 9,09 6 54,54 <0,0001*
NE 2 9,09 1 9,09
Presente 2 9,09 6 54,55
Metastase Linfonodo? Ausente 18 81,82 4 36,36 <0,0001*

NA 2 9,09 1 9,09
CTM: Carcinoma em Tumor Misto. NE: ndo estadiado. NA: ndo avaliado.
Testes estatisticos: Mann-Whitney! e Exato de Fisher2.
*QOs valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05.
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3.2 Analise do componente morfoldgico da matriz do CTM

No grupo CTM I houve proporg¢des iguais (50%) de tumores com matriz mixoide pura
e com componente associado, e no grupo CTM Il todos os casos apresentaram componentes
associados a matriz mixdide (p=0,005) (tabela 2)

Tabela 2. Avaliagdo do componente morfoldgico da matriz de CTM

Matriz CTM I CTM 1I/111 p-valor
Mixoide Pura 11 0
Mixoide Mixoide + condroide ou osteoide 5 7 0,005*
Composta  Mixéide + Tecido maduro 6 4

Foi observado que oito tumores que apresentavam matriz mixdide composta
desenvolveram metéstase nodal, de forma que houve diferenga entre o tipo de matriz envolvida
e 0 acometimento metastatico do linfonodo (p=0,028). Destaca-se, que dentre esses 8 casos,
50% deles apresentavam matriz com tecido maduro caracterizado por cartilagem ou trabéculas
0sseas. Além disso, todos 0s casos que apresentavam matriz mixoide pura ndo possuiam
metastase para o linfonodo e eram do grupo CTM | (Figura 1).

Tipo de Matriz
25— P=0,005*

20+
154
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0

Mixoide Mixéide
Pura Composta
N CTMI = CTM I

B

Metastase em Linfonodo

259

20

154

10+

p=0,028*

Mixéide
Pura
- ()

Mixoide
Composta
= (+)

Figura 1. Analise da matriz intratumoral. A.Tipo de matriz no grupos experimentais. B. Predominio do
tipo de matriz em relacdo a metastase para linfonodo.

Teste estatistico: Teste exato de Fischer

Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05.

3.3 Anélise morfoldgica do infiltrado tumoral

A inflamac&o foi mais frequentemente classificada como multifocal e moderada em ambos 0s
grupos e apresentou-se de maneira unanime com distribuicdo multifocal nos dois grupos. O
infiltrado inflamatdrio linfocitario foi predominante tanto nos CTM I, quanto no CTM I1I/11l,

sem diferenca entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3. Analise morfoldgica do infiltrado tumoral

MORFOLOGIA DO CTM | CTM 11711 ator
INFILTRADO TUMORAL (N=21) (N=10) P
. Linfocitario 12 (59,0%) 7 (63,6%)
Tipo celular Histiocitario 9 (41,0) 3 (36,4%) 0,801
Leve 5 (22,7%) 2 (18,9%)
Intensidade Moderado + 0 0 0,763
haerade 13 (77,3%) 6 (81,8%)

CTM: Carcinoma em Tumor Misto.
Teste estatistico: Qui-quadrado.

Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05
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3.4 Imunofenotipagem por citometria de fluxo do sangue periférico
Neste estudo, foi avaliado 46 amostras de sangue periférico (13 do GC,22do CTM I, e 11
do CTM II/111). As frequéncias e desvio padrdo das populagdes de linfocitos no sangue
periférico podem ser observadas na tabela 4

Tabela 4. Perfil imune em sangue periférico

Linfdcitos em Sangue GC CTM I _

Periférico (n=13) (n=22) CTM I/ (n=11) p-valor
Linfocitos Totais 64,5 (£15,0)2 40 (£24,8)° 43,2 (£36,1) 0,027*
TCD3 91,3 (¢8,5)2 61,1 (+32,3)° 57,5 (¥29,8)° 0,004*

TCD4 53,4 (£24,5)A 44,0 (£23,5)7 51,0 (x29,5) 0,533

TCD8 30,8 (£14,1)B 26,19 (£19,3)B 25,6 (¥19,2) 0,392

CD4/CD8 1,7 1,6 1,9 0,822

CD4/1L12 15,5 (12,6) 29,0 (+26,3) 33,8 (x27,2) 0,152

CD4/TGFB 44,3 (£33,3) 40,9 (+34,2) 36,8 (+31,1) 0,334

CD8/TGFB 47,2 (£31,0) 33,7 (+26,6) 37,5 (31,2 0,414

Testes estatisticos: Kruskal-Wallis/Dunn e ANOVA/Tukey

Letras minusculas diferentes nas linhas demonstram diferencas estatisticas entre grupos
Letras maidsculas diferentes nas colunas demonstram diferengas estatisticas dentro do grupo
Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05

Foi observada diferenga entre a populacdo de linfocitos TCD4* e TCD8* no grupo
Controle (p=0,005) e nos grupos CTM I (p=0,010) (Figura 2).
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Figura 2. Perfil imune no sangue periférico de cadelas portadoras de Carcinomas em Tumores
Mistos. A. Avaliacdo dos linfdcitos Totais, TCD4+ e TCD8+ entre os grupos experimentais. B. Comparacgdes

entre Linfécitos TCD4* e TCD8* no sangue periférico de cada um dos grupos experimentais. CTM: Carcinoma
em Tumor Misto. Testes estatisticos: ANOVA, teste T Pareado e Wilcoxon.
Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05.
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3.5 Imunofenotipagem por citometria de fluxo do infiltrado tumoral
Foram avaliados 33 tumores (22 do CTM I e 11 do CTM 1I/111). As frequéncias e desvio
padrdo das populagdes de linfocitos no infiltrado tumoral podem ser observados na tabela 5.

Tabela 5. Perfil imune no infiltrado tumoral
Linfocitos no Infiltrado

T CTM I (n=22) CTM II/11l (n=11) p-valor
umoral

Linfécitos Totais 21,3 (£16,5) 18,3 (£8,7) 0,800
TCD3 79,9 (£29,3) 76,2 (£19,8) 0,645
TCD4 51,9 (£27,3) 52,6 (+26,9) 0,940
TCDS8 27,2 (£15,1) 36,4 (£26,0) 0,208
CD4/CD8 1,9 1,4 0,985
CD4/1L12 57,4 (£36,9) 49,3 (+26,0) 0,467
CD4/TGFB 24,7 (+16,4) 46,4 (+£33,2) 0,017*
CD8/IL12 50,7 (+38,8) 51,1 (£32,3) 0,962
CD8/TGFB 38,4 (£33,2) 32,5 (+28,6) 0,778
CD4/GzZB 22,3 (x21,9) 21,9 (£27,9) 0,511
CD8/GzZB 26,5 (£25,6) 32,0 (£26,3) 0,537
CD14 51,4 (29,4) 50,8 (£35,2) 0,957
CD14/ARG 56,1 (+28,4) 44,7 (+31,4) 0,303
CD14/PD1 40,7 (£36,5) 42,6 (£31,8) 0,961

Testes estatisticos: Mann-Whitney e Teste T ndo pareado
Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05
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Houve diferenca entre a populacdo de linfocitos TCD4+ e TCD8+ do grupo CTM |
(p=0,003) (Figura 3).
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Figura 3. Perfil imune no infiltrado tumoral de cadelas portadoras de Carcinomas em Tumores Mistos. A.
Avaliacdo de linfocitos TCD4* e TCD8* nos grupos experimentais. B. Compara¢des entre Linfocitos TCD4* e
TCD8* no infiltrado tumoral de cada um dos grupos experimentais.

Testes estatisticos: teste T Pareado e Mann Whitney.

Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05.

N&o houve diferenca significativa na infiltracdo de CD4/IL12 entre os grupos. No
entanto, ao investigar a relacdo entre a expressdo de IL12 e a ativacdo de monadcitos, foram
encontradas correlagcdes positivas entre CD4/IL12+ e CD14 no grupo CTM 1 (p=0,004,
r=0,600).

A expressdo de TGF-f foi analisada no infiltrado tumoral, revelando uma diferenca
significativa entre os grupos (p=0,017) (Figura 4). Para explorar as interagcdes potenciais entre
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TGF-B e a supressdo da imunidade tumoral, foram avaliadas as correlagdes com Arginase e
Granzima B. Ndo foram observadas correlagdes significativas entre CD4/TGF- e CD8/GZB+,
nem entre CD4/TGF-3 e CD4/ARG+ nos grupos analisados.
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Figura 4. Expressao de CD4/TGFp+. A. Diferenca entre a expressdo de CD4/TGF-B infiltrado tumoral
dos grupos CTM | e CTM II/11l. Teste estatistico: Kruskal Wallis e Mann-Whitne. Os valores de p foram
considerados significativos quando menores que 0,05.

3.6 Expressao de VKINA

Foram avaliados 33 casos de carcinoma em tumor misto (CTM) para a marcacgédo de
VKINA, sendo 22 do grupo CTM I e 11 do grupo CTM 1I/111. O estroma tumoral representou
a area analisada, e todos o0s casos apresentaram positividade para VKINA. A intensidade
predominante de marcagdo foi moderada no grupo CTM | e leve no grupo CTM II/I11. A
mediana do escore geral de VKINA foi de 140, com o grupo CTM | apresentando uma
mediana de 160 e o grupo CTM I1I/111 de 120. N&o houve diferenga significativa nos escores
de VKINA entre os grupos (p=0,445) (Figura 5).

VKINA
300- p=0,445

200

1004

I I
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Figura 5. Expressdo de VKINA no estroma tumoral.

CTM: Carcinoma em Tumor Misto.

Teste estatistico: Teste T ndo pareado.

Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05
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3.6.1 Relacdo entre VKINA e os parametros clinico-patoldgicos e perfil linfocitico.

Houve correlacdo positiva do escore de VKINA com os linfocitos T CD8+ do sangue

periférico do grupo CTM 1 (p=0,03, r=0,603). N&o houve correlacdes entre o escore de VKINA
(mediana=140) e os estadiamento das pacientes, (figura 6).
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Figura 6. Correlagéo entre a expresséo imunoistoquimica de VKINA (>140), e os parametros clinico
patoldgicos e subpopulagdes linfociticas no sangue periférico e no infiltrado tumoral entre os
grupos.

CTM: Carcinoma em Tumor Misto. SP: Sangue Periférico. Il. Infiltrado tumoral

Testes estatisticos: correlagdo de Spearman.

Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05.
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3.7 Andlise das curvas de sobrevivéncia

Neste estudo, foi possivel determinar a sobrevida global de 32 pacientes. A menor
sobrevida registrada foi de 21 dias, observada em uma cadela do grupo com carcinoma em
tumor misto (CTM) grau 111, enquanto a maior sobrevida foi de 631 dias, em uma cadela do
grupo CTM 1.

A andlise da taxa de sobrevida global entre os grupos revelou uma diferenca
significativa (p=0,0009; HR=0,115; 1C=0,027 a 0,489), com menor sobrevida observada no
grupo CTM II/111. Além disso, a mediana da expressdo de VKINA foi utilizada para a analise
das curvas de sobrevida. Quando o escore de VKINA era > 140, foi observada uma diferenca
significativa entre as curvas de sobrevivéncia dos grupos CTM | e CTM 1I/111 (p=<0,0001;
HR=0,068; 1C=0,005 a 0,799) (Figura 7).

Também analisamos a sobrevida em relacdo ao componente da matriz tumoral. As
cadelas com tumores contendo componente metaplasico apresentaram sobrevida
significativamente menor (p=0,006; HR=0,000; IC=-1,000 a -1,000) em comparacao aquelas
com apenas matriz mixoide nos tumores.
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Figura 7. Taxas de sobrevida A. Sobrevida global. B. Sobrevida entre os grupos, com escore de VKINA > 140.
C. Sobrevida com base com componente da matriz.
CTM: Carcinoma em Tumor Misto.
Teste estatistico: Kaplan-Meier, seguido do teste Log-rank.
Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05.
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3.8 Analise univariada e multivariada

Tabela 6. Andlise univariada e multivariada do perfil linfocitico e parametros clinicos quando o escore de
VKINA > 140 associados a sobrevida em cadelas portadoras de Carcinomas em Tumores Mistos

Univariada? Multivariada®
Pardmetros o Odds ratio
IC 95% p-valor (IC 95%) p-valor

Clinico- Estadiamento -0,645a 0,301 0,426 497 421174 0,345
patolégicos . . i ) .

Tipo de Matriz 0,821 a -0,083 0,025 718.1237.52 0,068

Sangue T CD4+ -0,470a 0,513 0,914 -7,737 29,192 0,833

Periférico T CD8+ -0,467 20,516 0,901 -17,07 2 10,60 0,574

T CD4+ -0,598 a 0,369 0,563 -6,842 2 3,710 0,48

T CD8+ -0,655 a 0,285 0,352 -26,83 a2 8,921 0,254

Infiltrado CD4/ TGFB+ -0,526 a 0,457 0,862 -9,197 217,35 0,465

Tumoral CD8/ TGFB+ -0,695 20,216 0,227 -8,270a 11,75 0,673

CD14+ -0,631 20,323 0,438 -17,80 2 7,526 0,344

CD14/ARG+ -0,324 20,630 0,441 -8,152 2 10,33 0,773

CD14/PD1+ -0,396 a 0,577 0,649 -7,526 210,88 0,659

Legenda: a: Correlagdo de Spearman . b: Regressdo linear maltipla;
Os valores de p foram considerados significativos quando menores que 0,05.

Na andlise univariada, o tipo de matriz foi o0 Unico pardmetro com associagdo
significativa (p=0,02). Nenhum dos pardmetros mostrou associagdo significativa com a
sobrevida na anélise multivariada

4. Discussao:

Carcinomas em tumores mistos sdo mais frequentemente tumores mamarios em cadelas
e sd0 compostos por componentes epiteliais malignos e mesenquimais benignos*°. Entretanto,
sua composicao mesenquimal, perfil imunoldgico e interacdes com o microambiente tumoral
ainda ndo foram amplamente explorados.

Além disso, 0 CTM esta entre as neoplasias mamarias mais frequente em cadelas*%:5358
e em 75% dos casos de CTM, observa-se um comportamento biolégico favoravel, geralmente
associados ao estadio I, baixo grau histolégico e maior sobrevida global*®. No entanto, a alta
heterogeneidade morfologica e molecular destas neoplasias impde variagdes no comportamento
bioldgico, em fungdo dos padrdes de proliferacdo carcinomatosa, bem como no progndstico®®:58,

Os achados clinico-patoldgicos deste estudo estdo alinhados com a literatura existente.
A idade média das cadelas afetadas'’“%4? a correlagcdo entre o tamanho tumoral e um
progndstico desfavoravel®®, e a alta frequéncia de carcinomas em tumores mistos de grau 11/
com maior estadiamento clinico 4854 destacam a importancia do diagnéstico precoce.

Embora os carcinomas em tumores mistos sejam frequentemente descritos como
neoplasias de comportamento biolégico favoravel 4, sua heterogeneidade morfoldgica pode
resultar em variagdes significativas no prognostico, dependendo dos padrdes de proliferagdo
carcinomatosa >°. Este aspecto é evidenciado em nossa pesquisa por dois casos de CTM de grau
I com metastase para o linfonodo, sugerindo que mesmo os tumores de baixa graduacéo podem,
ocasionalmente, ter comportamentos atipicos. Essa variabilidade ressalta a necessidade de
estudos adicionais para um entendimento mais profundo das causas desses comportamentos
divergentes.
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De forma semelhante, também sdo escassos ou inexistentes estudos sobre os
componentes mesenquimais/metaplasicos do CTM. De forma interessante, nossos resultados
indicam que esses componentes (matriz mixoide, associada a um componente mesenquimal)
podem indicar um fator de agressividade tumoral, diante da maior frequéncia desses
componentes nos CTM de grau I1/111 e nos casos de metastase para linfonodos. Em mulheres,
a metaplasia observada nos carcinomas metaplasicos mamarios, que morfologicamente se
assemelharia ao Carcinoma em Tumor Misto nas cadelas é atribuida & transicdo epitélio-
mesénquima (TEM).?2

Segundo o consenso mais recente, a TEM é um processo sequencial e reversivel em que
celulas epiteliais perdem sua polaridade, modulam o citoesqueleto, reduzem propriedades de
adesdo e adquirem caracteristicas mesenquimais, aumentando a motilidade e a capacidade
invasiva.”? Estudos recentes mostram que muitos carcinomas metaplasicos mamarios exibem
alta expressdo de moléculas indutoras da TEM e marcadores de células tumorais 2221, Em
cadelas, a TEM também influencia o comportamento metastatico dos tumores mamarios 586
modificando o microambiente tumoral, mas ainda ndo ha estudos especificos com amostras
suficientes em carcinomas em tumores mistos.

O microambiente imunolégico tumoral tem sido amplamente estudado devido ao duplo
papel do sistema imunologico em neoplasias mamarias, influenciando tanto a progresséao
quanto a regressdo tumoral, além de impactar a resposta ao tratamento e as taxas de sobrevida
17.16.1568 Neste estudo, observou-se que os niveis de linfécitos T CD3* no sangue periférico
foram maiores em cadelas saudaveis em comparacdo com aquelas com CTM, o que corrobora
a literatura existente, que aponta uma reducdo na infiltracdo de células T CD3* em tumores.®
No entanto, as razdes para essa diminuicdo ainda ndo sdo completamente compreendidas °
destacando o potencial dos linfocitos T CD3* como biomarcadores promissores do estado da
doenca 83

De modo geral, observamos que a proporc¢do de linfocitos TCD4* no sangue periférico
foi maior do que a de T CD8", especialmente no grupo CTM I. Isso é consistente com a
literatura, que associa linfocitos TCD8* a tumores menos agressivos.® Além disso, uma maior
infiltracdo de TCD4* no sangue periférico esta relacionada a uma melhor sobrevida global e
livre de doenca em casos de tumores mamarios triplo negativos em mulheres. 3 As proporcoes
observadas entre CD4*/CD8* no sangue periférico corroboram os achados na literatura, no qual
razdes superiores a 1,8 estdo associados a menor sobrevida*® como observado no grupo CTM
H/11[1,9]

A avaliacdo dos linfdcitos infiltrantes do tumor (TIL) j& demonstrou o seu valor
progndstico em tumores mamarios de mulheres*2%83 e principalmente T CD8* foram
preditores independentes de resposta patoldgica completa em cancer de mama invasivo.'® Nao
houve diferencas entre as expressdes de T CD4* e TCD8* nos grupos experimentais. No
entanto, em cadelas € descrito maior frequéncia de linfocitos TCD4* associada a ocorréncia de
metastase, enquanto a maior frequéncia dos linfocitos TCD8" foi observada nos tumores de
melhor progndstico e sem metastases®’ o que difere em parte dos nossos resultados, visto que
observamos maior infiltragédo de T CD8" no CTM de grau I1/111

A IL-12, a principal citocina pro inflamatoria expressa por células apresentadoras de
antigeno, células dendriticas, macréfagos ativados e regulam a diferenciacdo de linfocitos
TCD4* em células Th1.%62> Este é o primeiro estudo que realiza a avaliagdo de I1L-12 em
carcinomas em tumores mistos de cadelas e abre perspectivas para estudos mais aprofundados
que norteiem intervencdes baseadas em imunoterapia visando o controle do crescimento
tumoral e respostas citotdxicas mais eficazes.

A ativacdo de células Thl mediada por IL-12 resulta na liberacdo de citocinas
especificas, como o IFN-y, que recrutam células T citotoxicas, como Natural Killers (NK) e
CD8*, além de colaborarem com macrofagos M1, que combatem microrganismos e promovem
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respostas antitumorais eficientes.®>? Por outro lado, os linfécitos TCD4* também podem se
diferenciar em células T auxiliares Th2, que liberam citocinas como IL-4, IL-6, IL-10 e IL-13,
estimulando macréfagos M2 associados ao tumor, 0s quais suprimem linfocitos T citotdxicos e
estudo, os resultados sugerem que em casos de CTM | ha maior ativagdo de macrofagos
antitumorais em comparac¢do com CTM II/111.

Além de sua importancia na ativacdo de respostas imunes antitumorais efetivas, a 1L-12
atua inibindo diretamente a supressdo imunoldgica, modulando as células que regulam a
resposta imune antitumoral contra células cancerigenas.3”#* O desequilibrio entre as respostas
Th1/Th2, com polarizacdo para Th2, pode impactar o desenvolvimento tumoral, e a relagdo
Th1/Th2 ja foi identificada como um fator prognostico significativo em cancer de mama dos
subtipos Luminal A e Basal-like.”*

O fator de crescimento transformador-p (TGF-p) é uma citocina reguladora pleiotropica
envolvida em diversos processos fisiopatoldgicos, incluindo a carcinogénese e as respostas
imunes.”®* Em condicOes equilibradas nos ambientes tumorais, o0 TGF-B pode atuar como um
gene supressor de tumor, inibindo a proliferacdo celular, regulando a diferenciacéo e
promovendo a apoptose.* Entretanto, células tumorais podem secretar TGF-p para explorar
seus efeitos inibitorios sobre outras células do microambiente tumoral, aumentando seu
potencial invasivo e metastatico, 2> 7 4 fendmeno é confirmado em nosso estudo pela alta
expressdo de TGF-B no grupo mais agressivo.

No microambiente tumoral, 0 TGF-f estimula metaloproteinases que degradam a matriz
extracelular, facilitando a entrada de mondcitos que se diferenciam em macrofagos com
fenotipos pré-tumorigénicos, secretando arginase e promovendo um estado imunossupressor.?
Além disso, 0 TGF-B desempenha um papel na imunidade antitumoral ao promover a produgio
de interleucina-10, que suprime a imunidade antitumoral e inibe citocinas como interferon-
gama e granzima B em células NK e T CD8*.# Curiosamente, ndo foram observadas
correlacbes com as expressdes de arginase e granzima nos grupos tumorais, sugerindo uma
mudanca fenotipica do TGF- no grupo CTM. Um maior nimero amostral deste subtipo
histoldgico pode esclarecer a imunossupressdo relacionada ao TGF-B. Estudos recentes tém
investigado os mdaltiplos efeitos do TGF-B, levantando questdes sobre se a inibi¢do de sua
sinalizacdo poderia, na verdade, agravar o cancer em vez de trata-lo.4%-36:73

A VKINA é uma matriquina bioativa derivada da protedlise do VCAN na matriz
extracelular.* Ela desempenha fungdes importantes na fisiologia dos processos de
desenvolvimento e cicatrizacdo de tecidos®, além de estar envolvida no crescimento tumoral e
metastase.>’ A acdo imunorreguladora da VKINA foi demonstrada em mielomas, onde estimula
citocinas inflamatorias quimioatraentes e a diferenciacdo de precursores de células dendriticas
2827 o que pode contribuir para uma resposta antitumoral 1228

Em mielomas, carcinomas colorretais e mamarios, a alta expressdo de VKINA foi
correlacionada com maior infiltracdo de linfocitos TCD8* (HOPE et al., 2017; KRAUS et al.,
2022; EMMERICH et al., 2020). Esses achados corroboram nosso estudo, onde observamos
uma correlagdo entre a expressdo de VKINA (ponto de corte >140) e linfocitos TCD8* no
sangue periférico do grupo CTM I, que apresenta menor agressividade tumoral. 1sso sugere que
a VKINA pode ter um efeito antitumoral nesse grupo.

No presente estudo, ndo foram encontradas correlagdes entre a expresséo de VKINA e
parametros clinico-patolégicos, como tamanho tumoral e estadiamento clinico, 0 que esta de
acordo com a literatura existente, que também nao relata essa correlacdo. No entanto, observa-
se que a alta expressdo de VKINA estd associada a menor sobrevida,’? destacando sua
importancia na progressdo tumoral.

A interacdo entre a matriz extracelular e os componentes inflamatorios € dinamica e
pode apresentar fases de remodelamento diferentes.5.. Incialmente a VKINA estimula, via
células dendriticas, as células T efetoras na vigilancia antitumoral.*®> Em seguida, pode haver
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uma fase de vigilancia imunoldgica ativa, mas progressivamente ineficaz, quando ha um
equilibrio precério entre VKINA, linfécitos, células dendriticas, porém com a propagacao dos
tumores.!!

Na fase tardia, fibrose progressiva mediada por TGF-3 e acimulo progressivo de VCAN
nao clivado resulta na imunossupressdo e escape imunoldgico.*'5! Assim, a correlagdo positiva
observada entre a expressdo de TGF-p e VKINA no grupo CTM I podem indicar a agdo imuno
reguladora da VKINA, e possivelmente o oposto nos CTM de maior graduagéo.

Conforme esperado, as pacientes do grupo CTM | apresentaram maior taxa de sobrevida
global em comparacdo com o grupo CTM II/111. Isso ocorre porque a graduacdo € um fator
prognostico independente,® e o grupo CTM I1/111 predominou em tumores grandes, o que
também influencia diretamente o prognostico.®

Em mielomas multiplos, a alta expressdo de VKINA esta associada a menor sobrevida
global e livre de doenca (DHAKAL et al., 2019). No nosso estudo, ao analisar a graduacao
histoldgica, a alta expressao de VKINA (>140) foi associada a uma pior sobrevida no grupo
CTM 1I/111. 1sso sugere que esse protedlito influencia o comportamento bioldgico e a
agressividade tumoral nesse grupo, semelhante aos outros achados em nosso grupo de
pesquisa® (in press).

O componente metaplasico impactou negativamente a sobrevida das cadelas neste
estudo, corroborando a hipétese de que esses elementos contribuem para a agressividade
tumoral. Isso é especialmente relevante em compara¢do com casos em que apenas a matriz
mixoide é observada. Além disso, destaca-se a importancia de estudos focados nos
componentes mesenquimais/metaplasicos de carcinomas em tumores mistos, bem como no
processo de transicao epitélio-mesenquimal (TEM), uma vez que ndo hé relatos anteriores sobre
esses aspectos. Na andlise univariada, o tipo de matriz foi o Unico parametro com associacao
significativa. Entretanto, este parametro perdeu significancia na anélise multivariada. Estes
resultados sugerem que, isoladamente, o tipo de matriz pode ter um impacto na sobrevida das
cadelas, mas essa associa¢do ndo se mantém quando ajustada para outros fatores na analise
multivariada.

As limitacOes desse estudo incluem a falta da analise morfométrica do infiltrado
inflamatorio para a determinacdo dos tipos celulares envolvidos e a formagdo de um grupo
exclusivo de CTM grau Ill para avaliacdo de fatores relacionados a maior agressividade
tumoral, uma vez que possui baixa frequéncia. Contudo, acreditamos que o objetivo do nosso
estudo foi alcancado através da identificacdo das diferencas do perfil imune, matriz extracelular
e VKINA nos CTM de cadelas e suas correlagcbes com a agressividade tumoral.

No caso do carcinoma em tumor misto, a heterogeneidade associada a seus componentes
epiteliais e mesenquimais parece influenciar ainda mais essas interagbes ocorridas no
microambiente tumoral. Nossos dados permitem concluir que o componente mesenquimal
observados no CTM, influencia na agressividade tumoral, maior graduacdo, metastase nodal e
menor sobrevida de cadelas com CTM e esses componentes mesenquimais/metaplasicos
precisam ser melhor investigados, visto que as informag0es na literatura sdo escassas na
veterinaria. Além disso, o perfil inflamatério associado a citocinas como IL12 expressas pelos
linfocitos TCD4 podem auxiliar o CTM | no combate tumoral. Ja& em tumores de maior
agressividade parece haver mudanca no estado de ativacdo de moléculas TGF-p, o que favorece
0 desenvolvimento do tumor, assim como, a maior expressdo de VKINA presente na matriz
extracelular, esteve associada a menor sobrevida das cadelas. Em carcinomas em tumores
mistos pouco se sabe sobre a interacdo da VKINA com o perfil linfocitico, e no conhecimento
dos autores, esse € o primeiro estudo a trazer a relacdo da VKINA com IL12 e TGF-f nesse
subtipo histolégico.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O céancer de mama em cadelas e mulheres apresenta alta frequéncia e semelhancas
bioldgicas, que torna os estudos em cdes modelos comparativos e translacionais relevantes para
pacientes humanas. Em ambas as espécies 0 microambiente tumoral desempenha um papel
importante na etiopatogenia. Neste estudo, foram avaliadas as possiveis intera¢6es entre o perfil
imunologico e o microambiente tumoral em diferentes tumores mamarios caninos, bem como
suas influéncias na agressividade dos tumores.

Os resultados obtidos confirmam estudos anteriores no campo da imunologia tumoral,
destacando a importancia dos linfécitos TCD8™ citotoxicos ativados no combate aos tumores.
As interacGes entre as células tumorais, a modulacéo do sistema imunolégico e os componentes
da matriz extracelular s&o alvos de estudos recentes.

A proteina VKINA interfere no microambiente tumoral, geralmente favorecendo a
progressdo do tumor; contudo, sua agdo imunomoduladora pode variar dependendo do
contexto, da fase da doenca (inicial ou terminal) e de sua capacidade de se ligar a multiplos
receptores. No presente estudo observou-se que a VKINA ainda ndo pode ser considerada um
marcador prognostico independente, mas sua expressdo aumentada correlacionou-se
diretamente com a graduacdo histologica, alta expressdo de TGFB* e menor sobrevida nos
tumores mamarios caninos.

Em carcinomas em tumores mistos (CTM) de baixo grau, o perfil inflamatério associado
a citocinas como 1L12, expressas pelos linfocitos TCD4*, pode auxiliar destruicdo das células
tumorais. Em CTM de maior agressividade, a expressao elevada de moléculas TGF-f favorece
o0 desenvolvimento tumoral. Pouco se sabe sobre a interacdo da VKINA com o perfil linfocitico
em CTM, sendo este, no conhecimento dos autores, o primeiro estudo a relacionar a VKINA
com IL12 e TGF-B* nesse subtipo histolégico.

Outro foco importante do estudo foi a avaliagdo de componentes mesenquimais em CTM.
A heterogeneidade associada aos elementos epiteliais e mesenquimais parece intensificar as
interacbes no microambiente tumoral. Nossos dados indicam que 0 componente
mesenquimal/metapléasico presente em CTM influencia a agressividade tumoral, aumentando a
graduagdo, metéstase nodal e reduzindo a sobrevida em cadelas com CTM, destacando a
necessidade de mais investigacdes devido a escassez de informacdes na literatura veterinaria.

Diante desses dados, futuras pesquisas podem elucidar ainda mais a interacao das células
tumorais com os componentes do sistema imunoldgicos, a influéncia da VKINA na

agressividade tumoral e sua acdo imunomoduladora, sobretudo em diferentes tipos histologicos,
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a fim de trazer novas perspectivas progndsticas e terapéuticas, tanto para a espécie canina,

quanto para as mulheres.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Termo de esclarecimento/consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
Hospital de Medicina Veterinaria Prof. Renato Medeiros Neto

Termo de esclarecimento/consentimento livre e esclarecido

O presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido tem o objetivo de informar ao responsavel pelo
paciente, quanto aos principais aspectos relacionados ao projeto ao qual o animal serd submetido, complementando
as informacdes prestadas pelo seu médico veterinario e pela equipe de profissionais do Projeto Mama do Hospital

de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia.

Proposito e objetivo do projeto

Tumores de mama em cadelas sdo os principais tumores observados na clinica de pequenos animais,
sendo a taxa de malignidade extremante varidvel, podendo alcancar mais de 90% dos casos, muitos dos quais ja
apresentam metéstase linfatica no momento do diagndstico. A partir deste estudo clinico, objetivamos determinar
0s principais achados clinicos e conduta cirirgica adequada; estabelecer o diagndstico e graduacao histopatologica
das neoplasias, correlacionando com os fatores progndsticos; avaliar o potencial proliferativo dos tumores e a

eficacia da cirurgia e quimioterapia (convencional e metronémica) no aumento da sobrevida global.

Como eu fago para participar do projeto?

Todos os pacientes deverdo ser avaliados previamente pelos médicos veterinarios responsaveis pelo
estudo e esta avaliacdo devera ser realizada no Hospital de Medicina Veterinaria da UFBA. Para participacdo do
projeto o proprietario deve ser comprometer em realizar todo o tratamento recomendado, além de estar ciente dos

custos que terdo com o tratamento.

Quais sdo os exames necessarios para inclusédo do paciente no estudo?

Apos a avaliagdo inicial, o paciente serd encaminhado para radiografia de térax em 3 incidéncias, USG,
eletrocardiograma e ecocardiograma a serem realizadas em clinica indicada pelos médicos veterinarios
responsaveis pelo projeto. Apds este procedimento, serdo coletadas amostras de sangue destes pacientes para
realizacdo de fungdo hepatica (ALT, FA), funcdo renal (ureia e creatinina), hemograma completo, calcio e glicose.

Apos 0s exames pré-operatorios sera realizada a cirurgia (mastectomia unilateral total com castracédo), a
paciente ficard com bandagem compressiva durante 15 dias no pos-operatorio. Apds este periodo serd realizada a
retirada dos pontos. E de carater obrigatdrio para a permanéncia no projeto a realizaco da analise histopatoldgica
(bidpsia) da cadeia mamaria retirada. O resultado do histopatolégico sera avaliado por um dos médicos veterinarios
do projeto, o qual ird avaliar critérios de malignidade e este entdo ird indicar ou ndo o tratamento quimioterapico
para a paciente. A quimioterapia convencional sera realizada no total de 6 sessdes, com intervalo de 21 dias, sendo
necessario exames de sangue entre as sessdes e 0 acompanhamento do paciente. Em casos de tumores de alto grau
ou pacientes com metastase a distancia estes fardo também a quimioterapia metronomica, que é uma medicacéo

administrada por via oral todos os dias.
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Quais sdo os efeitos colaterais que meu animal podera apresentar durante o tratamento?

O seu animal pode apresentar efeitos colaterais devido a quimioterapia convencional, podendo ser leves
a sérios. Os efeitos colaterais mais comumente esperados sdo alteragdes gastrointestinais (vOmito, diarreia e
diminuicdo de apetite), trombocitopenia, leucopenia e anemia, que serdo avaliados e entdo analisada a necessidade
da interrupgdo do tratamento. Com relacdo a quimioterapia metrondmica o efeito colateral mais comum € a cistite
hemorragica estéril, a qual e prevenida com o uso da medicacdo sempre pela manhd, aumento da ingestdo de dgua

e aumento da micgao.

Qual seré o custo do tratamento?

Exames de imagem (radiografia de torax, USG, ECG E ECO)
Hemograma e bioquimica sérica

Cirurgia = de acordo com o tipo e peso do animal

Medicagdes pos-operatdrias e quimioterapicas

O que acontecerd em caso de desisténcia de participacao?
Vocé tem todo o direito de ndo autorizar e em qualquer momento da pesquisa interromper sua
participacdo, devendo avisar o pesquisador com antecedéncia da sua desisténcia.

Nome dos Médicos Veterinarios responsaveis pelo estudo:

Prof. Dra. Alessandra Estrela da Silva Lima (Coordenadora), MV. Msc. Lais Pereira Silva, MV. Msc.
Marilia Carneiro de Aradjo Machado, MV. Msc. Carlos Humberto da Costa Vieira Filho, MV. Msc. Vitor de
Moraes Pina de Carvalho, MV. Msc. Marcela Prospero Rodrigues Pinto, MV. Msc. Thanielle Novaes Fontes, MV.

Msc. Viviane Abreu, MV. Dra. Karine Aradjo Damasceno e MV. Simone Nunes

Em caso de duvidas entrar em contato com:
Celular: (71) 99171-0841 / E-mail: aestrela@ufba.br — Profa. Alessandra Estrela Lima
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Anexo 2: Aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Universidade Federal da Bahia
Escola de Medigina Veterinaria e Zootecnia
Comité de Etica no Uso de Animais
Av. Ademar de Barros, 500 - Ondina-40170-110 Salvador-BA

(071) 3283-6701/6702/6718
ceua.ufba@ufba.br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “TUMORES MAMARIOS CANINOS: RELACAO DA
VERSIKINA, PERFIL LINFOCITICO E EVASAO IMUNE NO MICROAMBIENTE
TUMORAL?”, registrada com o n° 16/2021, sob a responsabilidade da pesquisadora
ALESSANDRA ESTRELA DA SILVA LIMA, e que envolve a produg¢do, manutengdo ou
utilizac@o de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
da Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia, em reuniio de 21.06.2021.

Finalidade ( )Ensino (X) Pesquisa ( )Extensdo

Vigéncia da autorizagdo 01/08/2021 a 01/07/2023

Espécie/linhagem/raga Canis lupus familiaris (co)

N° de animais 60

Peso/Idade 2-60 kg / 2-18 anos

Sexo Fémeas

Origem Atendimento na rotina do Hospital de Medicina Veterinaria da UFBA
por profissionais do Nucleo de Pesquisa em Oncologia Mamaria
(NPqOM)

Salvador, 15/07/2021

A " : 7"""-, A
i t . (.
1! g - i

LUCIO LEOPOLDO ARAGAO DA SILVA
Coordenador CEUA/MEVZ



Anexo 3: Ficha para exame clinico de pacientes com tumores mamarios caninos

FICHA CLINICA DE ACOMPANHAMENTO DE CADELAS COM NEOPLASIAS

MAMARIAS

RG: RG projeto: Data:
Histo: Cito: Raio-X:
Proprietario: Telefone:
Endereco:
Nome: Espécie: Raca:
Sexo: D Macho DFémea Pelagem: Cor:
Idade: Porte: E] Pequeno (até 35cm) Peso:
FC: FR: DMédio (36-46cm) Condicéo corporal: D Magro
Mucosas: TRE: D Grande (acima 46¢cm) [:] Normal
Alimentagdo: [] Racdo [] Comida caseira [J Ragéo + Comida caseira [J Obeso
Ambiente:
Antecedentes genéticos:
Vacinacdo: Anti-rabica [] Sim [JNdo Quando/Qual:

Outras [] Sim [] Ndo Quando/Qual:
Vermifugacdo: [ sim [J No Quando/Qual:
Doencas anteriores e atuais:
Tomando medicamento: D Sim O Ndo Qual/Tempo:
Anticoncepcional: D Sim D Ndo  Quanto/Qual: Ultima data:

Cio Regular: I:l Sim D Nao Ultimo (data):
Castrada: D Sim D Nao Idade:

Pseudo-gestacdo: D Regulares Dlntennitentes D Nédo
Partos: [] Sim [] Ndo Quantos:

Ultimo:

Aborto: [] Sim []Ndo Quantos:

Ultimo:

Ja cruzou e ndo emprenhou: [] Sim [] Néo

Secrecdo vaginal: [[]Sim [JN&o  Quando/Intensidade:
Caracteristicas do(s) tumor(s):

D Integra |:| Ulcerada E] Cistica
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Mamas acometidas: (Esquema)

Marcar com um X o tamanho cormrespondente:

M1D - <= 3em[d :>3-5em [ ; >5em(]
M2D - <= 3cmD ;>3-5cmD = >5cmD
M3D - <= 3emUJ :>3-5em ; >5em0d
M4D - <= 3cm|:] ;>3-5cm|:| - >5cm|:|

M5D - <= 3em[] :>3-5em [ : >5em[]

(01T L T TR

G oM S B A,

Secrecdo: SirnD NEDD

Exames solicitados:...................

M1E - <= 3em[] ;>3-5em [ ;
MZ2E - <= 3cmD :>3-5ecm D =
M3E - <= 3emU :>3-5em 1 ;
M4E - <= 3em[] ;>3-5cm[]:

MSE - <= 3cm[] ;>3-5cm[];

>5cm|:|
>5¢ mD

>5¢ml]

>5cm|:|

>5cm[ ]

Edema de membros: SirnD L T (=) USSR

Linfonodos infartados: Sim[_] QUAl(iS)? .......o.o.ovimuoieiiec e

VeteniNANO MESP: - .. oo

Nao

e Datas
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