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A INTERLEUCINA-10 E SEU PAPEL NOS CARCINOMAS MAMARIOS CANINOS1

(THE INTERLEUKIN-10 AND YOUR ROLE IN BREAST CARCINOMAS CANINE)

RESUMO

A interleucina-10 (IL-10) pode estar relacionada aos mecanismos de evasdo tumoral,
promovendo a progressao do tumor. O objetivo deste trabalho foi determinar a relagdo entre
IL-10, a malignidade do tumor e a intensidade da reagdo inflamatoria no sitio tumoral,
comparando a imunomarcacao de IL-10, por imuno-histoquimica, entre 0s grupos carcinomas
mamarios e tecido higido. Houve aumento significativo no numero de células imunomarcadas
no grupo carcinoma e, também, relagdo direta com a intensidade da inflamag&do. Nossos dados
demonstram a associagdo entre o aumento de IL-10 e malignidade tumoral e sugerem que um
ambiente imunossupressor € um dos mecanismos de evasdo no sitio tumoral. Concluindo-se
que o0 aumento na secrecdo de IL-10 no tecido mamario neoplasico favorece a progressao
tumoral.

Palavras-chave: cancer; citocinas; reacdo inflamatoria; evasao tumoral
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ABSTRACT

The interleukin-10 may be related to tumor evasion mechanisms, promoting tumor
progression. The aim of this study was to determine the relationship between the secretion of
IL-10, tumor malignancy and inflammatory reaction in the tumor site, comparing
immunostaining of IL-10 by immunohistochemistry, between healthy tissue and breast
carcinomas. It had a significant increase in the number of immunostained cells in the
carcinoma group and, also, a direct relationship with the intensity of inflammation. Our data
demonstrate an association between increased IL-10 and tumor malignancy and suggest that
an immunosuppressive environment is one of evasion mechanisms in tumor site. It was
concluded that the increased secretion of IL-10 in mammary tissue promotes the neoplastic
tumor progression.

Key words: cancer; cytokines; inflammatory reaction; tumor evasion
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INTRODUCAO

Na imunologia tumoral existem dois mecanismos importantes: 0os mecanismos de
imunovigilancia e 0s mecanismos de evasdo do sistema imune. Este Gltimo permite as células
neoplasicas criarem um ambiente de toler&ncia, levando ao crescimento e a malignidade
tumoral (SATYAM et al., 2011; DUNN et al., 2004). A malignidade dos tumores mamarios
pode estar relacionada com a resposta inflamatéria induzida por linfécitos e outras células
inflamatorias infiltradas no sitio de crescimento tumoral (REOME et al., 2004). Ja a
resisténcia envolve mecanismos de destruicdo das células tumorais, tanto pela acdo da
imunidade intata (macréfagos e células NK), quanto pela adquirida, por meio de linfécitos T,
que desencadeiam uma resposta imune celular (ABBAS et al., 2012). Linfécitos T
diferenciam-se em células CD4" (HORIUCHI et al., 2007), que se subdividem em Thl e Th2,
com um perfil de citocinas especificas, que levam a uma resposta imune celular (Th1l) ou
humoral (Th2) (REED, 1995; YAMAZAKI et al., 2002; HORIUCHI, et al., 2007). O
desequilibrio para um perfil Th2 esta relacionado com o desenvolvimento de diversos
tumores, pela supressdo da resposta antitumoral das células Thl (SATYAM et al,, 2011). A
IL-10 esta envolvida na inibicdo da ativacdo dos macrdfagos, limitando a producédo de IL-1,
IL-6, TNF-a, bem como, a ativagdo antigeno-especifico dos linfécitos T, pela regulacéo
negativa das células apresentadoras de antigenos e inibicdo da expansdo de células T pela
inibicdo da producdo de IL-2. A sua producdo aumenta a expressdo de MHC em células B,
inibe efeitos Thl, principalmente pela inibicdo da producdo IFN-y, inibe a libera¢dao de
citocinas a partir de macrofagos, e estimula a multiplicacdo de mastdcitos. Um dos
mecanismos pelo qual as células tumorais escapam do reconhecimento pelo sistema
imunoldgico pode incluir a IL-10 (HODI e SOIFFER, 2002). O objetivo deste trabalho foi
determinar a relacdo entre a secrecdo de IL-10, a malignidade do tumor e a intensidade da

reacdo inflamatoria no sitio tumoral.
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MATERIAIS E METODOS

Foram colhidas 30 amostras de tecido mamario de cadelas, sem predisposicdo de raca
ou idade. Instituiram-se dois grupos: controle, com cinco amostras e, carcinomas simples,
com 25 amostras, colhidas, respectivamente, no XXX XXXXXX XX XXX XX XXX XXX XXX
XXX XXX XK XX XXX XXXXXXXKXXXK XXXXXXXXXXX. Os fragmentos, incluidos
em parafina, foram submetidos a imunomarcacao pelo anticorpo anti-IL10 (dilui¢do: 1:400),
por imuno-histoquimica, por meio do complexo de polimeros ligados a peroxidase.

De forma geral o procedimento foi:

Passo 1: Desparafinizacdo dos cortes de tecido de glandula mamaria em estufa a 60°C
por 1 hora seguido de banhos em solugdes de xilol (I e 1) por 10 minutos cada. Ap0s isso 0S
cortes passaram por processo de hidratacdo em bateria de alcool absoluto I, 11, 111, 95% I, 95%
I1, 80% I e 80% Il. Em seguida os cortes foram lavados 10 vezes em &gua destilada.

Passo 2: Recuperacdo antigénica em panela de pressao tipo Pascal (Dako, cod. S2800)
em tampao citrato de sédio 10 mM (pH 6,0).

Passo 3: Bloqueio da peroxidase endogena em solucdo de perdéxido de hidrogénio e
metanol (30 v/v) a 8%, a temperatura ambiente, em cAmara Umida por 30 minutos.

Passo 4: Bloqueio das proteinas inespecificas com produto comercial (Protein Block
Serum-Free, Dako, cdd. X0909) por 30 minutos, a temperatura ambiente.

Passo 5: Incubacdo do anticorpo primario por 18 horas a 4°C

Passo 6: Incubacdo do anticorpo secundario. Para cada reacdo a incubacédo foi realizada
a temperatura ambiente em camara umida por 30 minutos. Entre cada uma das etapas
descritas fez-se banhos com tampéo TBS, pH 7,4.

Passo 7: Deteccdo da imunomarcacdo com o cromdgeno diaminobenzidina (Liquid
DAB + Substrate Chromogen System, DAKO, c6d. K3468), por 3 minutos. Seguiu-se a

imersdo dos cortes em agua deionizada para interromper a rea¢do com o DAB.
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Passo 8: Contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris e montagem das laminas com
Entellan (Merck).

A densidade das células imunomarcadas foi determinada pela contagem de células em
cinco campos de grande aumento (area igual a 0,19625 mm? por campo). Para a analise
estatistica confrontou-se a densidade de células imunomarcadas para a IL-10 entre 0s grupos
controle e carcinomas simples através de teste T de Student (0=5%). O teste para multiplas
médias de Student Newman Keuls (SNK) foi utilizado para avaliar as médias do grupo
carcinoma simples, quando subdividido em segundo seu padrdo histolégico em papilares,
tubulares ou sélidos. Foi realizado o teste exato de Fisher para averiguar a relagdo entre 0s
niveis categoricos de IL-10 (0-5) e os niveis categdricos de inflamacdo (0-5). Os testes
estatisticos foram realizados com o auxilio do programa estatistico SAS 9.1 (SAS Institute,

Cary, NC, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As celulas imunomarcadas para IL-10 apresentaram-se distribuidas difusamente nos
tumores, principalmente nos carcinomas papilares e tubulares. A distribuicdo foi focal nos
carcinomas solidos. Leucocitos e celulas epiteliais malignas apresentaram secre¢do de 1L-10
(figura 1). A densidade de células imunomarcadas para IL-10 foi maior no grupo dos
carcinomas em relacdo ao grupo controle (p<0,0001) (figura 2). As médias e o erro padrdo
foram 50,58 + 5,65 e 2,84 + 0,89 respectivamente. Quando o grupo de carcinomas foi
subdividido, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos com tumores papilares, tubulares
ou sélidos entre si, porém, todos se diferenciaram significativamente do grupo controle
(p<0,00001). O teste exato de Fisher mostrou haver relacdo direta entre os niveis de IL-10 e a

intensidade da inflamacéo (p<0,0002).
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Nossos resultados mostram que o aumento da expressdo de IL-10 estd associado a
presenca de neoplasia mamaria, mas ndo aos subtipos histolégicos. Isto indica que ndo ha uma
diminuicdo na expressdo desta citocina em tumores menos agressivos ou de carater cronico,
evidenciando uma progressdo continua do tumor, posto que a IL-10 desenvolve importante
papel na inibicdo da ativacdo de macrdfagos e de linfocitos T, principalmente, pela inibi¢do
de um perfil de resposta Thl, decorrente da supressdo na secrecdao do IFN-y, que € a principal
citocina de ativacdo da resposta Thl e importante para a acdo antitumoral, estando
normalmente suprimido durante o desenvolvimento tumoral (REOME et al., 2004; HODI e

SOIFFER, 2002).

A relacdo direta entre a intensidade da inflamacéo e a imunomarcacao para IL-10 sugere
que o aumento na presenca de linfécitos estd vinculado a um aumento na presenca de
linfocitos T regulatérios (Tregs) no sitio tumoral, causando um incremento no infiltrado
inflamatdrio, mas tornando-o imunologicamente deficitario. Os linfécitos Tregs sdo um
constituinte particular da populacéo de linfocitos T auxiliares (CD4+), que se diferenciam em
Tregs na presenca de I1L-10, e modulam os efeitos do sistema imune pela inibicdo da atividade
de outros leucdcitos (RISSETO et al., 2010). Esses efeitos supressivos sdo mediados pela
producdo de citocinas imunossupressoras como TGF-3 e IL-10 ou por contato direto entre as
cé¢lulas (O’NEILL et al., 2009; BILLER et al., 2007). No cancer ha evidéncia de que as Tregs
podem ser induzidas pelo tumor e suprimir a resposta do sistema imune aos antigenos
tumorais (STANDISH et al., 2008), possivelmente pelo mimetismo das células tumorais na

secre¢do de citocinas como evidenciado neste trabalho.

CONCLUSOES
Concluimos que o aumento na secrecdo de IL-10 pelo tecido mamario neoplasico cria

um ambiente tumoral favoravel para a progressdo tumoral, tanto pela supressdo de outras
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citocinas, como o IFN-y e a IL-2, como pelo aumento na diferenciacdo de linfécitos T

auxiliares em linfocitos T regulatdrios, que ocorrem na presenca de 1L-10.
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Figura 1. Fotomicrografia de tecido mamario canino

acometido por carcinoma mamario de padrdo sélido.
Notar leucocitos (setas) e células neoplasicas (cabeca

de seta) imunomarcados pelo anticorpo anti-1L-10.
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Figura 2. Densidade de células imunomarcadas para o anticorpo anti-
IL10 no grupo controle e no grupo de cadelas acometidas por carcinoma
mamario. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste T de
Student (a=5%).



