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ESTUDO DA VIA JAK2/STAT3 E DE SEUS INIBIDORES EM 

LINFOMAS MULTICÊNTRICOS DIFUSOS DE GRANDES 

CÉLULAS B CANINOS 

 A via Janus Kinase (JAK) e do transdutor de sinal e ativador de transcrição (STAT) 

desempenham papéis importantes na patogênese de neoplasias hematopoiéticas. A 

ativação da via JAK2/STAT3 promove o crescimento e sobrevivência celular em uma 

variedade de linfomas humanos. Há uma necessidade de compreender a participação 

da via JAK2/STAT3 em linfomas caninos difusos de grandes células B e do potencial 

terapêutico dos inibidores de JAK no tratamento dessa doença. O objetivo do presente 

estudo foi avaliar a expressão de JAK2-STAT3 em linfomas difusos de grandes células 

B e o impacto do uso de inibidores de JAK2 como AZD1480 e CYT387 no crescimento 

in vitro dessa linhagem tumoral. Foi realizada técnica de imuno-histoquímica com os 

anticorpos anti-STAT3 e anti-STAT3 fosforilado (p-STAT3) em linfonodos acometidos 

por linfoma difuso de grandes células B e comparado à linfonodos normais e reativos. 

Para avaliação do efeito terapêutico dos inibidores de JAK2 (AZD1480 e CYT387) foi 

realizado ensaio de viabilidade celular pelo método de azul de tripan utilizando 

linhagens celulares de linfoma difuso de grandes células B (CLBL-1) e análise de 

apoptose por citometria de fluxo utilizando o sistema Annexin V. Houve aumento 

significativo na expressão de STAT3 e p-STAT3 em linfomas difusos de grandes 

células B em comparação com linfonodos normais. Ambos os fármacos inibiram o 

crescimento celular em proporções dependentes da dose administrada e houve um 

aumento significativo nas taxas de apoptose das células tratadas com inibidores de 

JAK-2 em comparação ao grupo controle tratado com DMSO. Este é o primeiro estudo 

a avaliar a via JAK2/STAT3 em linfomas difusos de grandes céluslas B canino e esses 

dados permitem compreender e explorar o potencial terapêutico dos inibidores de JAK 

permitindo estudos futuros da eficácia clínica desses fármacos na oncologia 

veterinária 

Palavras-chave: oncologia, neoplasias hematopoiéticas, cães, terapias alvo, 

inibidores de JAK 

 

 

 

 



xv 

 

EVALUATION OF JAK2/STAT3 PATHWAY AND JAK2 INHIBITHORS IN CANINE 

MULTICENTRIC DIFFUSE LARGE B CELL LYMPHOMA  

 

The Janus Kinase (JAK) and signal transducer and activator of transcription (STAT) 

pathway play important roles in the pathogenesis of hematologic malignancies. 

Activated JAK2-STAT3 signaling pathway promotes the growth and survival of a variety 

of lymphomas in human. There is a great demand for understanding JAK-STAT 

pathway in canine diffuse large B cell lymphoma (DLBCLs) and evaluating the 

therapeutic potential of JAK inhibitors. Our study aims to evaluate the expression of 

JAK2-STAT3 pathway in canine DLBCLs and to assess the impact of AZD1480 and 

CYT387, two novel JAK inhibitors, on canine DLBCL cell growth. 

Immunohistochemistry was performed in canine DLBCLs, normal and reactive lymph 

nodes with primary antibodies against STAT3 and phosphorylated STAT3 (p-STAT3). 

To evaluate the therapeutic effect of novel JAK inhibitors, canine DLBCL cell line 

CLBL-1 was treated with either AZD1480 or CYT387 and trypan blue viability assay 

was performed post treatment. There was a significant increase in expression of 

STAT3 and pSTAT3 in canine DLBCLs compared with the normal lymph node. Both 

AZD1480 and CYT387 inhibited canine DLBCL cells in a dose dependent manner. This 

is the first study to evaluate the JAK2/STAT3 pathway in canine DLBCLs. The 

knowledge of JAK2-STAT3 activity in canine DLBCLs enables us to understand and 

explore the therapeutic potential of JAK inhibitors. The dose dependent cell growth 

inhibition by novel JAK inhibitors in this study will lead into the future studies of the 

underlying mechanism 

 

Keywords: oncology, hematopoietic neoplasia, dogs, target therapy, JAK inhibitors 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Linfoma é um termo genérico empregado para descrever diversas 

neoplasias com origem comum que são as células linfoides. Os linfomas 

podem ser classificados de acordo com a localização anatômica, 

imunofenótipo e o tipo histológico. Nos cães, o linfoma multicêntrico difuso de 

grandes células B (LDGCB) é o mais frequente e embora seja uma neoplasia 

altamente responsiva a quimioterapia, as taxas de cura ainda são 

consideradas baixas, sendo comum a ocorrência de recidivas resistentes às 

modalidades quimioterápicas empregadas culminando com o óbito dos 

pacientes. 

Novas opções terapêuticas visando o controle mais efetivo dessa neoplasia 

devem ser buscadas. Conhecer as vias de sinalização relacionadas ao 

crescimento e proliferação celular implicadas no desenvolvimento neoplásico é 

o primeiro passo para o desenvolvimento de terapias alvo moleculares.  

A via Janus Kinase (JAK) e do transdutor de sinal e ativador de transcrição 

- STAT participam de diversos processos de sinalização no desenvolvimento 

de neoplasias hematopoiéticas humanas, como proliferação e sobrevida 

celular, angiogênese e metástase. Com vistas a estas informações, o estudo 

da participação destas vias no desenvolvimento do LDGCB multicêntrico 

canino e de fármacos capazes de inibir essa via quando alterada pode 

representar um avanço no tratamento do linfoma em cães. 

O estudo em tela avaliou a expressão da via JAK2/STAT3 em LDGCB 

caninos através de imuno-histoquímica e através de ensaios in vitro verificou a 

eficácia de dois inibidores de JAK2 em linhagem celular de LDGCB estudando 

os mecanismos envolvidos na inibição da proliferação celular pelos fármacos 

testados principalmente nos processos de apoptose através de análise de 

citometria de fluxo. 

Embora a via JAK2/STAT3 seja uma via amplamente estudada no 

desenvolvimento de neoplasias hematopoiéticas em humanos, até o momento 

não existem estudos avaliando essa via em LDGCB multicêntrico em cães, 

portanto essa pesquisa apresenta caráter inédito tanto no que se refere a 

participação da  via JAK2/STAT3 no desenvolvimento de LDGCB quanto da 
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eficácia in vitro dos inibidores de JAK2 no tratamento dessa importante 

neoplasia em cães. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Linfoma multicêntrico canino 

 

O linfoma é uma neoplasia maligna caracterizada pela proliferação de 

células originárias do tecido linfoide, como os linfócitos e seus precursores, que 

acomete primariamente os linfonodos, fígado ou baço, porém devido ao caráter 

circulatório dessas células outros órgãos não linfoides podem ser acometidos 

(CONTRAN et al., 1994; VAIL & OGILVIE, 1998).  

É uma neoplasia que ocorre com maior frequência em animais de meia-

idade a idosos, (GREENLEE et al., 1990; MOULTON & HARVEY, 1990), sem 

predileção sexual (VAIL & OGILVIE, 1998) e corresponde a aproximadamente 

90% das neoplasias do sistema hematopoiético nos cães (ROSENTHAL & 

MACEWEN, 1990; MORRISON, 1998; FAN & LORIMIER, 2005). 

A etiologia do linfoma canino é multifatorial, sendo principalmente 

incriminados fatores ambientais e genéticos. Em humanos, felinos, bovinos, 

roedores, aves e alguns primatas a etiologia viral ficou comprovada, porém em 

cães a participação viral ainda não foi estabelecida (GREENLE et al., 1990; 

VALLI, 1993; JONES et al., 1997, MORRISON, 2005). 

A classificação do linfoma pode ser baseada nas características 

anatômicas, histopatológicas ou imunofenotípicas. Tradicionalmente, na 

classificação anatômica o linfoma canino pode ser dividido em multicêntrico, 

alimentar, mediastinal, cutâneo e extranodal (VAIL & OGILVIE, 1998). Vail et al. 

(2007) e Rodrigues et al. (2007) identificaram que os linfomas multicêntricos 

correspondem a 80 e 86,7%, respectivamente. Semelhantemente, Sequeira et 

al. (1999) relataram a ocorrência em 91,2% dos cães. Embora nos linfomas 

multicêntricos a apresentação mais comum seja o envolvimento generalizado 

dos linfonodos, o acometimento de apenas um linfonodo é possível. O aumento 

de um ou de todos os linfonodos nos cães pode ser indolor e em algumas 

situações a única manifestação presente. Outros sinais que podem estar 

associados são anorexia, apatia, emagrecimento progressivo, febre e edema 

de membros (DOBSON & GORMAN, 1993). Hepatomegalia e esplenomegalia 

decorrentes da infiltração neoplásica são achados frequentes (VAIL, 2000). 

Além disso, sinais clínicos de intolerância ao exercício, taquipneia, dispneia, 
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regurgitação também são descritos em decorrência da compressão provocada 

pela linfoadenomegalia mediastínica (CARDOSO et al., 2003). 

O linfoma, em cães, pode ser classificado em diferentes estádios 

clínicos, que servem como guia para o prognóstico clínico e tratamento (Tabela 

1). Além dos estádios clínicos, outro fator importante é o subestádio, pois 

animais assintomáticos no momento do diagnóstico (subestádio a) apresentam 

melhores sobrevidas, quando comparados aos de subestádio b (presença de 

sinais clínicos) (Tabela 1). (CURRAN et al. 2015) 

Tabela 1. Estadiamento clínico do linfoma segundo a Organização Mundial de Saúde – OMS. 

Estádio I Acometimento limitado a um linfonodo  

Estádio II Acometimento de linfonodos regionais 

Estádio III Aumento generalizado dos linfonodos 

Estádio IV Acometimento do fígado e/ou baço com ou sem linfadenomegalia 

Estádio V Acometimento do sangue, medula óssea e/ou outros órgãos 

a: sem sinais sistêmicos; b: com sinais sistêmicos 

Extraído de Curran et al. 2016 

O diagnóstico está fundamentado no exame físico e nas avaliações 

hematológicas, bioquímico-séricas e exames de imagem. No entanto, o 

diagnóstico definitivo só poderá ser firmado pela avaliação citológica e/ou 

histológica do órgão afetado (FAN & KITCHELL, 2002; NELSON & COUTO, 

2006). 

Nos exames histopatológicos, os linfomas podem ser classificados como 

de alto, médio ou de baixo grau de malignidade. Embora existam diversas  

classificações histopatológicas de linfoma descritas, tais como a de Rappaport, 

Lukes-Collins, Kiel, Work Formulation, a classificação mais aceita e 

amplamente utilizada nos estudos envolvendo linfoma em cães é a da 

Organização Mundial da Saúde (OMS), uma vez que esta combina o tipo 

histológico com imunofenótipo do linfoma, além de estar em constante 
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atualização e permitir um comparativo com a oncologia humana (VEZALLI et 

al., 2009; VALLI et al., 2011; VALLI et al., 2013). 

Aproximadamente 80% dos linfomas caninos são similares aos linfomas 

não-Hodgkin humanos de médio e alto grau (VALLI et al., 2011). Estudos 

utilizando a classificação da OMS apontam que o tipo histológico mais 

frequente nos linfomas multicêntricos caninos é LDGCB, correspondendo a 

aproximadamente 50% dos casos de linfoma nesta espécie. Corroborando com 

a literatura, um estudo brasileiro com 55 casos de linfoma em cães verificou a 

frequência de 56,3% de casos de LDGCB multicêntrico (SUEIRO et al., 2004). 

Nos EUA, Valli et al. (2011) avaliaram 300 casos de linfomas em cães e os 

LDGCB multicêntrico corresponderam a 48,33% dos casos. Anos mais tarde, o 

mesmo grupo de pesquisadores repetiu a investigação com 992 casos de 

linfomas e obtiveram resultado semelhante (VALLI  et al., 2013).  

 Com relação à imunofenotipagem, os linfomas podem ser classificados 

em linfomas T, linfomas B e linfomas não T não B, bem como mistos (B/T) 

(JONEST et al., 1997; DE MOURA et al., 1999; SEQUEIRA et al., 1999; VAIL, 

2000). 

Um estudo com 1263 cães foi observado que 67,4% dos linfomas 

caninos eram B e 30,9% T (MODIANO et al., 2005). Estudos em países 

europeus como Alemanha e França demonstraram resultados similares em 

relação a incidência de linfomas B e T na população canina. Ponce et al. 

(2010), avaliaram 608 casos de linfoma multicêntrico canino na França e 

verificaram que 63,8% eram linfomas B, 35,4% T e 0,8% não B não T. O 

mesmo foi registrado na Alemanha com avaliação de 411 casos de linfoma 

multicêntrico canino, Ernst et al. (2016) também observaram predomínio de 

linfomas B (79,4%) em relação aos de fenótipo T (20,6%).  

 A determinação do imunofenótipo pode ser considerada um fator 

prognóstico independente nos linfomas de alto grau, uma vez que estudos 

sugerem que os linfomas de origem T apresentam menores taxas de sobrevida 

quando comparados aos de imunofenótipo B (RUSLANDER et al. 1997). 

Ruslander et al. (1997) observaram que o tempo livre de doença e a sobrevida 

média de pacientes com linfomas B foi, respectivamente, de 160 e 330 dias, 

enquanto que nos animais com linfomas T essas variáveis foram de 52 e 153 

dias respectivamente. 
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A quimioterapia antineoplásica é o tratamento mais frequentemente 

adotado em cães diagnosticados com linfoma multicêntrico. (ROSENTHAL & 

MACEWEN, 1990; OGILVIE & MOORE, 1995). Segundo Macewen & Young 

(1996), sem o tratamento, muitos cães vem a óbito em quatro a seis semanas.  

O protocolo quimioterápico mais utilizado no tratamento do linfoma 

multicêntrico canino é o CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e 

prednisona). Há pesquisas de que o referido protocolo é capaz de promover a 

mais longa remissão e o maior tempo de sobrevida nos cães com linfoma 

(MORRISON, 2005).  

Além dos fatores prognósticos discutidos anteriormente, como tipo 

histológico, imunofenótipo e estadiamento e subestadiamento clínico, ainda se 

destacam como importantes marcadores prognósticos no linfoma multicêntrico 

a presença de alterações laboratoriais, como anemia e hipercalcemia, a 

resposta inicial a terapia empregada, os efeitos adversos durante a 

quimioterapia e o índice mitótico na avaliação histopatológica (BURTON et al., 

2013.; MUTZ et al., 2015.; CURRAN  et al., 2015).  

Segundo Mutz et al., (2015) pacientes hipercalcêmicos no momento do 

diagnóstico apresentaram sobrevidas médias de 78 dias, enquanto que 

pacientes normocalcêmicos apresentaram sobrevidas de 321 dias. Em relação 

à resposta inicial a quimioterapia, Curran et al. (2016), observaram que 

pacientes submetidos ao CHOP de 15 semanas, que obtiveram remissão 

completa durante a quimioterapia, apresentaram sobrevidas médias de 331 

dias, enquanto que pacientes que apresentaram apenas remissões parciais 

tiveram redução significativa na sobrevida média (110 dias). 

Diversos autores verificaram que pacientes que sofreram efeitos 

adversos como neutropenia durante a quimioterapia e que necessitaram de 

redução de doses nas aplicações subsequentes apresentaram maiores 

sobrevidas em relação a pacientes que não apresentaram tais alterações. Os 

autores concluíram que a neutropenia grave pode ser um indicativo de alta 

exposição das células do linfoma ao quimioterápico administrado, pois os 

pacientes apresentam diferenças no metabolismo e clearence individual dos 

fármacos administrados (BURTON et al., 2013; CURRAN  et al., 2015)  

Como regra geral, as sobrevidas médias de cães linfomas de alto grau B 

são em torno de 10-14 meses, enquanto que as sobrevidas médias em 
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linfomas de imunofenótipo T são de 6-9 meses. Apenas 10% dos animais 

diagnosticados com essa doença apresentam sobrevidas superiores a 2 anos 

(MARCONATO et al., 2011) 

  

2.2. Via JAK2/STAT3  

A via Janus Kinase (JAK) e do transdutor de sinal e ativador de 

transcrição – STAT apresentam atividade fundamental tanto na hematopoiese 

normal como no desenvolvimento de neoplasias hematopoiéticas (WU et al., 

2011; JATIANI et al., 2011). 

Em vertebrados, existem quatro membros da família tirosina kinase 

pertencentes a via JAK e estes são referidos como JAK1, JAK2, JAK3 e 

tirosina kinase 2 (TIK2). Cada proteína JAK está constitutivamente associada a 

um receptor de citocina que não possui atividade tirosina quinase intrínseca em 

si, porém ativa um membro específico da família STAT como efetor (WU et al., 

2011). No caso específico da via JAK2/STAT3, o receptor de JAK2 recebe um 

ligante que promove a autofosforilazação do receptor, estimulando a ligação 

das proteínas STAT3 nesse receptor fosforilado. Após esse processo, o JAK2 

promove a fosforilação de STAT3 que se combina em dímeros e há a 

translocação para o interior do núcleo para promover a transcrição de genes 

responsivos a STAT3, que participam de processos envolvidos na apoptose e 

ciclo celular (Figura 1) (WU et al., 2011)  
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Figura 1. Via de sinalização de JAK2/STAT3. Extraído de QUINTAS-CARDAMA et al. 2013 

 

Entre os membros da família de JAK quinases, JAK2 é o mais estudado 

devido a sua participação em processos neoplásicos. A ativação constitutiva de 

JAK-STAT promove a transformação maligna de células progenitoras 

hematopoiéticas. Mutações somáticas no exon 14 de JAK2 foram identificadas 

em mais da metade de todos os pacientes diagnosticados com distúrbios 

mieloproliferativos. Ademais, a ativação de STAT3 através da via de JAK2 

promove o crescimento e a proliferação de vários tipos de linfócitos neoplásicos 

em humanos, além de participar em processos de angiogênese e inibição da 

apoptose. (ALAS et al., 2003; AMIN et al., 2004; DING et al., 2008).  

A mutação no gene JAK2 está associada com rearranjos e 

superexpressão do receptor CRLF2 localizado no cromossomo X que codifica 

um receptor linfoide favorecendo o desenvolvimento de neoplasias 

hematopoiéticas. A mutação no gene JAK e a superexpressão de CRLF2 foi 

detectada em casos de leucemias linfoblásticas agudas em crianças 

(VAINCHENKER et al., 2013). 
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Evidências sugerem que além dos processos de sobrevivência celular, 

proliferação, diferenciação e oncogênese, o STAT3 participa ativamente dos 

processos de angiogênese tanto nos processos fisiológicos como neoplásicos 

(CHEN et al. 2007). Em um estudo com carcinomas pulmonares de pequenas 

células foi observado correlação positiva da expressão de p-STAT3 e fator de 

crescimento endotelial e fator de crescimento de fibroblastos. Além disso, a 

microdensidade vascular avaliada por morfologia e marcação para CD34 foi 

maior em amostras com alta expressão de p-JAK2 e p-STAT3 (ZHAO et al., 

2011) 

Em relação à participação nos processos de apoptose, a ativação de 

STAT3 foi relacionada a expressão de proteínas da família Bcl-2 (CATLETT-

FALCONI et al., 1999; EPLING-BURNETTE et al., 2001). A inibição de STAT3 

está associada ao aumento da apoptose e o decréscimo da expressão de Mcl-

1 em leucemias  de linfócitos granulares (EPLING-BURNETTE et al., 2001). 

Além disso, Aoki et al., (2003) demonstraram que a inibição de STAT3 induz 

apoptose através do decréscimo de survivina, uma proteína anti-apoptótica 

expressa em alguns linfomas em humanos (AOKI et al., 2003).   

Embora essa a via JAK/STAT seja importante no desenvolvimento de 

neoplasias hematopoiéticas em humanos, poucos estudos avaliaram a 

expressão de STAT3 e p-STAT3 nas neoplasias caninas. Petterino et al. (2006) 

compararam a expressão de STAT3 entre hemangiomas e 

hemangiossarcomas e constataram que a variante maligna das neoplasias 

endoteliais apresentou número significativamente maior de células positivas na 

análise imuno-histoquímica quando comparada aos hemangiomas. Por sua 

vez, Krol et al. (2011) demonstraram que a expressão de p-STAT3 foi 

significativamente maior em neoplasias mamárias metastáticas, quando 

comparadas a carcinomas mamários não metastáticos. Também foi observado 

que a ativação de STAT3 contribuiu para a proliferação e sobrevida de 

linhagens celulares de osteossarcoma canino in vitro (FOSSEY et al., 2011).  

Embora essa seja uma via importante no desenvolvimento de neoplasias 

hematopoiéticas em humanos, até o momento não existem estudos avaliando a 

via do JAK/STAT em LDGCB multicêntrico em cães. Frente a possibilidade 

terapêutica da via JAK/STAT, o estudo da mesma e de seus inibidores em 
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linfomas multicêntricos caninos pode ser promissora no desenvolvimento de 

estratégias para controle da doença.  

 

2.3. Inibidores da família JAK 

Em 2013 foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) o 

primeiro inibidor de JAK1 e JAK2 para uso em medicina veterinária, no controle 

da dermatite atópica em cães (COSGROVE et al., 2013a). O oclacitinib 

(Apoquel) foi desenvolvido após a observação da participação da via do JAK 

em processos alérgicos. Utilizando modelos celulares humanos e caninos foi 

verificada a eficácia e seletividade do oclacitinib em relação aos membros da 

família do JAK e citocinas relacionadas a ativação dessa via. Os resultados 

demonstraram que a molécula inibiu algumas proteínas, membros da família 

JAK, em ao menos 50% das células testadas em concentrações de 10-99 nm, 

e não inibiu um painel de 38 proteínas não pertencentes a família JAK 

(GONZALES et al., 2014).  

O oclacitinib foi mais potente na inibição de JAK-1 em comparação aos 

outros membros da mesma família. Além disso, a molécula inibiu a função de 

citocinas dependentes de JAK-1 envolvidas em processos inflamatórios como 

IL-2, IL-4, IL-6 e IL-13, assim como as relacionadas ao prurido (IL-31). O 

oclacitinib apresentou mínimos efeitos em citocinas que não são ativadas pela 

via do JAK-1, como eritropoietina, estimulantes de colônia 

granulocítica/macrofágica, IL-12, IL-23. Os resultados demonstraram que o 

oclacitinib é um potente e seletivo inibidor de JAK-1 e das citocinas envolvidas 

na inflamação, alergia e prurido (GONZALES et al., 2014).  

Avaliações do oclacitinib (Apoquel ) no tratamento da dermatite atópica 

em cães mostraram resultados satisfatórios (COSGROVE et al., 2013a; 

COSGROVE et al., 2013b; GADEYNE et al., 2014). Cosgrove et al. (2013a), 

compararam a eficácia do uso do oclacitinib em relação ao placebo em 436 

cães com dermatites alérgicas. O escore de prurido dos pacientes diminuiu de 

7,58 para 2,59 após o uso do inibidor da via de JAK. Os autores concluíram 

que esse fármaco é eficiente, rápido e seguro para o controle de prurido em 

cães com dermatites alérgicas. A eficácia do oclacitinib, em comparação a 
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prednisolona no controle de prurido em cães com dermatite alérgica foi 

investigada por Gadeyne et al. (2014). Os autores verificaram respostas 

semelhantes entre os dois grupos, com inicio de eficácia dada pela redução do 

prurido a partir de 4 horas da administração dos fármacos. 

Mormente o uso dessa classe de fármacos foi destinado para problemas 

dermatológicos, até o presente momento não existem estudos que 

caracterizem a via do JAK/STAT e o potencial terapêutico dos inibidores dessa 

via no tratamento de linfomas caninos, portanto esse é o primeiro trabalho a 

avaliar os inibidores de JAK no tratamento in vitro de neoplasias, 

especificamente no linfoma difuso de grandes células B 

Na medicina, a identificação da mutação da via do JAK2 em neoplasias 

mieloproliferativas conduziu ao desenvolvimento de fármacos inibidores 

específicos dessa via. Diversos compostos foram sintetizados e atualmente 

existem vários estudos clínicos sobre a atuação desses fármacos em 

neoplasias hematopoiéticas humanas (SCUTO et al., 2010; MONAGHAN et al., 

2011; PLIMACK et al., 2013).  

Trung et al. (2013) avaliaram a participação do bloqueio da via 

JAK2/STAT3 através de um inibidor (Resveratrol) em linhagens neoplásicas 

derivadas de linfócitos NK. O fármaco bloqueou o ciclo celular na fase G0/G1 

além de induzir a apoptose através da diminuição da expressão de proteínas 

anti-apoptóticas como MCL1 e survivina. Além disso, o resveratrol induziu 

efeito sinérgico em induzir a apoptose e efeito antiproliferativo da L-

asparaginase nos cultivos celulares de linfócitos NK neoplásicos. 

Após a constatação que a via JAK/STAT participa ativamente do 

desenvolvimento de linfoma Hodgkin (LH) em humanos, Diaz et al. (2011) 

avaliaram a eficácia de um inibidor oral de de JAK/STAT (Lestaurtinib) em 

linhagens celulares de LH resistentes. O fármaco foi capaz de inibir o 

crescimento celular e induzir a apoptose. Os autores concluíram que a 

utilização de Lestaurtinib inibiu a fosforilação de STAT3 e reduziu a expressão 

de proteínas antiapoptóticas BCL-xL. 

O AZD1480 (AstraZeneca, Inc) é uma pirazolopirimidina que funciona 

como inibidor competitivo do ATP nas vias de JAK1 e JAK2, com alguma 

atividade paralela contra JAK3, TYK2 e Aurora-A kinase em concentrações 

elevadas (SCUTO et al., 2010; PLIMACK et al., 2013). Este fármaco mostrou 
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atividade inibitória em leucemias mielóides agudas em humanos, e é possível 

que esse composto também possa atuar em neoplasias hematológicas de 

outras espécies (PLIMACK et al., 2013)   

 Outro potente inibidor de JAK1 e JAK2, o CYT387 (Momelotinib) foi 

desenvolvido para o tratamento de mielofibrose em humanos (PARDANANI et 

al., 2013). Estudos clínicos de fase I e II demonstraram eficácia desse fármaco 

no tratamento de humanos com mielofibrose (MONAGHAN et al. 2011). 

Pardanani et al. (2009) verificou a eficácia do CYT387 em linhagens celulares 

de policitemia vera que apresentavam a mutação no gene JAK2 (JAK2V617F) 

e os resultados foram promissores. Apesar dos inibidores de JAK2 

normalmente melhorarem os sinais relacionados a inflamação crônica e 

hepatoesplenomegalia, a anemia é um efeito adverso importante em pacientes 

tratados com essa classe de fármacos porém curiosamente o momelotinib 

resultou em redução da anemia em pacientes com mielofibrose em estudos 

fase I/II. Estudos em fase III estão sendo desenvolvidos para entender o 

mecanismo pelo qual esse efeito positivo ocorre (WINTON et al. 2016). 

 A confirmada participação da via do JAK2/STAT3 em diversos processos 

celulares necessários para o desenvolvimento neoplásicos tais como 

proliferação, angiogênese em neoplasias hematopoiéticas faz do estudo dessa 

via e de seus inibidores um possível avanço no tratamento de cães com 

linfoma multicêntrico. 

 

3. HIPÓTESE 

A via JAK2/STAT3 está superexpressa em LDGCB multicêntrico em 

comparação aos linfonodos normais e reativos. Adicionalmente, a inibição 

dessa via através de fármacos inibidores de JAK2, tais como o AZD1480 e o 

CYT387 podem diminuir o crescimento in vitro de uma linhagem celular de 

linfoma difuso de grandes células B (CLBL-1).  
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4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo Geral  

 

   Avaliar, através da técnica de imuno-histoquímica, a expressão de 

STAT3 e STAT3 fosforilada (p-STAT3) em LDGCB multicêntrico e analisar os 

efeitos terapêuticos in vitro do uso de inibidores de JAK2 (AZD1480 e CYT387) 

em cultivo celular dos mesmos. 

4.2. Objetivos Específicos 

 

- Padronizar a técnica de imuno-histoquímica para os marcadores STAT3 e 

p-STAT3 em LDGCB multicêntrico  

- Avaliar a expressão de STAT3 e p-STAT3 em LDGCB multicêntrico e 

comparar a expressão desses marcadores em linfonodos normais e reativos de 

cães; 

- Avaliar a eficácia dos inibidores de JAK2 (AZD1480 e CYT387) em 

cultivos celulares de LDGCB multicêntrico (CLBL-1) 

- Avaliar a atividade apoptótica como mecanismo de ação dos inibidores de 

JAK2 em LDGCB multicêntrico por meio da citometria de fluxo  

- Avaliar se os inibidores de JAK2 (AZD1480 e CYT387) poderiam 

futuramente representar um potencial terapêutico para o tratamento de LDGCB 

multicêntrico canino. 

 

5. Material e Métodos 

5.1. Amostras de linfonodo  

Amostras de 42 linfonodos tumorais de cães que receberam o 

diagnóstico de LDGCB foram selecionadas dos arquivos da Escola de Medicina 

Veterinária da University of Wisconsin – Madison, EUA. Os exames 

histopatológicos foram realizados no período entre 2008 e 2015 e como pré-

requisito para a seleção, as amostras selecionadas foram àquelas provenientes 

de pacientes que não tivessem iniciado o tratamento quimioterápico. Para os 

grupos controle foram selecionados 10 amostras de linfonodos reativos e 10 
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amostras de linfonodos sem alterações diagnosticadas por histopatologia e 

provenientes do mesmo banco de dados. 

5.2. Análise imuno-histoquímica  

A análise imuno-histoquímica foi realizada em cortes histológicos pelo 

método indireto de coloração de imunoperoxidase. Inicialmente as lâminas 

passaram pelo processo de desparafinização em estufa a 65°C com posterior 

passagens em xilol (3 ciclos de 5 minutos) e concentrações decrescentes de 

etanol (100%, 95%, 80% e 50%), por fim em água destilada. Após este 

processo, a recuperação antigênica foi realizada através da imersão das 

lâminas para a imunomarcação de STAT3 e p-STAT3, respectivamente, em 

buffer de citrato pH 6 ou TRIS EDTA a pH 9, em banho Maria a 95°C por 25 

minutos com resfriamento lento. O bloqueio da peroxidase endógena se deu 

através da imersão das lâminas em peróxido de hidrogênio a 0,3% por 10 

minutos a temperatura ambiente. O bloqueio das proteínas inespecíficas foi 

realizado através da incubação com soro caprino a 10% por 60 minutos 

também a temperatura ambiente. 

As lâminas foram incubadas com os anticorpos primários de 

camundongo anti-STAT3 (1:600, Cell Signaling Technology, 124H6) e de 

coelho anti-p-STAT3 (1:400, Cell Signaling Technology, Y705 D3A7), diluídos 

em soro caprino a 1% em uma câmera úmida a 4°C overnight. Foram utilizados 

os anticorpos secundários Signal Stain® Boost IHC Reagents (HRP, Mouse ou 

rabbit) durante 30 minutos. Após a lavagem com PBS, as amostras foram 

coradas com 3,3´diaminobenzidina (DAB, Cell Signaling) a temperatura 

ambiente por 1 minuto para posterior lavagem com água destilada e 

contracoloração com hematoxilina de Mayer. Após esse processo as lâminas 

foram lavadas em concentrações crescentes de etanol (50%, 80%, 95% e 

100%) e xilol, montadas com lamínula para posterior análise no microscópio.  

Como controle positivo da reação foi usada amostra de carcinoma 

mamário canino e como controle negativo, as amostras foram incubadas com o 

soro caprino a 1% sem adição dos anticorpos primários.  

A imunomarcação citoplasmática para STAT3 e nuclear p-STAT3 foi 

avaliada em microscopia para determinação da porcentagem de células 
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positivas. Foram selecionados 5 campos de grande aumento (60x) que 

continham o maior número de células positivas para serem fotografados para 

posterior contagem através do sistema ImageJ. A média da porcentagem de 

células positivas foi obtida contando o total de células positivas e negativas de 

cada um dos 5 campos selecionados.  

 

5.3. Linhagens celulares e meios de cultivo 

Linhagem celular comercial de linfoma difuso de grandes células B 

(CLBL-1) canino (RÜTGEN et al. 2010) foi cultivada em meio Dulbecco´s 

modificado (IMDM) contendo 20% de soro fetal bovino, penicilina e L-gutamina. 

Como célula controle foi utilizada linhagem celular renal canina saudável 

(MDCK), que foram mantidas em Meio Dulbecco’s Modified Eagle, contendo 

10% de soro fetal bovino, penicilina e solução de aminoácidos não essenciais. 

Ambas as linhagens celulares foram incubadas em estufa a 37°C em atmosfera 

de 5% de CO2 com replicações a cada 48 horas. 

 

 5.4. Tratamento das células e análise de viabilidade 

Células da linhagem CLBL-1 e MDCK foram semeadas nas 

concentrações de 0,1x106/mL e 0,5x106/mL, respectivamente. Após 24 horas 

(dia 1), foram realizadas contagens de viabilidade celular em todas as placas 

para verificação do crescimento uniforme em cada grupo. Após esse processo, 

ambos os grupos foram tratados com AZD1480 (Chemietek) ou CYT387 

(Chemietek) nas doses de 1µM, 2µM e 5µM; DMSO (100%) sem adição de 

AZD1480 ou CYT387 foi usado como controle, uma vez que ambos os 

fármacos testados foram diluídos em DMSO. Cada linhagem celular foi 

semeada em triplicata em cada tratamento e todo o experimento foi repetido 

três vezes. Nos dias 2 (24h após o início do tratamento), 3 (48h após o início 

do tratamento) e 4 (72h após o início do tratamento) foram realizadas novas 

contagens celulares em todas as concentrações de fármacos testados em 

ambas as linhagens celulares (CLBL-1 e MDCK) (Figura 2) 
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Figura 2. Representação esquemática dos tratamentos realizados nos grupos controles e 
tratados com os inibidores de JAK2 (AZD1480 e CYT387) 

 

Diariamente as amostras celulares tratadas e controles foram 

homogeneizadas e analisadas em microscopia, sendo realizadas fotografias 

para análise subjetiva da proliferação celular. Para determinação mais exata da 

viabilidade celular foram realizadas contagens celulares utilizando o método de 

azul  tripan na proporção de 1:1 e a viabilidade foi analisada utilizando uma 

câmara de Neubauer de acordo com o protocolo já estabelecido (STROBER, 

2001).    

 

5.5. Citometria de fluxo e análise de apoptose 

As células de CLBL-1 e MDCK foram tratadas com AZD1480 e CYT387, 

conforme descrito anteriormente. A avaliação do efeito dos dois fármacos 

inibidores de JAK-2 em relação a apoptose das células foi realizada usando o 

sistema padrão de marcação Annexin V em citometria de fluxo (VAN 

ENGELAND et al. 1998). No dia 4, as células tratadas com DMSO, AZD1480 

(concentrações 2 uM e 5 uM), ou CYT387 (concentrações 1 uM e 5 uM ) foram 

coletadas e passaram pelo processo de lavagem com Dulbecco PBS e buffer 

de Annexin V [0.1 M Hepes/NaOH (pH 7.4), 1.4 M NaCl, 5 mM CaCl2]. A 

escolha pelas concentrações dos fármacos testados para análise na citometria 
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de fluxo foi baseada nos grupos que apresentavam maiores diferenças na 

análise de viabilidade celular.  As células na concentração de 1x106 células/mL 

foram ressuspensas em buffer de Annexin V e coradas com FIT- conjugated 

Annexin V (eBioscience; 1:40). Para fazer a distinção entre as células viáveis, 

apoptose precoce e apoptose tardia foi utilizado solução de ThermoFisher 

Scientific; 1:1000 sendo as células viáveis (SYTOX Red−, Annexin V−), 

apoptose precoce (SYTOX Red−, Annexin V+), e apoptose tardia (SYTOX Red+, 

Annexin V+), células em necrose (SYTOX Red+ Annexin V−) (Tabela 2). As 

amostras foram analisadas usando o aparelho BD LSR II (BD Biosciences) e os 

resultados foram analisados usando o software FlowJo v10.0.7 (Tree Star). 

Tabela 2. Marcados utilizados na citometria de fluxo para avaliação do perfil de apoptose das 
células 

 ANNEXIN V-FITC SYTOX RED 

Células viáveis Negativo Negativo 

Apoptose precoce Positivo Negativo 

Apoptose tardia Positivo Positivo 

Células em necrose Negativa  Positiva  

 

5.6. Análise estatística 

Para comparar as expressões imuno-histoquímicas de STAT3 e p-STAT3 

nos diferentes tecidos analisados (linfonodos normais, linfonodos reativos e 

LDGCB multicêntrico) foram utilizada Análise one-way de variância ANOVA, 

seguida pelo teste de Tukey.  

Para avaliar o crescimento celular em relação a cada tratamento 

empregado, bem como o do grupo controle foram realizadas com o teste 

ANOVA, seguido pelas comparações múltiplas de Dunnett´s. As alterações na 

proporção de células em apoptose por citometria de fluxo segundo o sistema 

Annexin V também foram comparadas segundo o teste ANOVA, seguido pelas 
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comparações múltiplas de Dunnett´s. Após a normalização dos dados de 

viabilidade celular em relação ao controle, dois testes t–Student não pareados 

foram usados para determinar a significância entre as linhagens de célula de 

CLBL-1 e MDCK, de acordo com as diferentes concentrações de AZD1480 e 

CYT387. Os valores de p≤ 0,05 foram considerados significativos. Todas as 

analises estatísticas foram conduzidas utilizando o programa GraphPad Prism 

v6.05 (GraphPad Software).  

 

6. Resultados 

6.1 Expressão de STAT 3 e p-STAT 3 em linfomas difusos de grandes 

células B, linfonodos normais e reativos 

Para determinar se a utilização de fármacos inibidores da via JAK/STAT é 

relevante no tratamento de linfomas difusos de grandes células B, foram 

analisadas inicialmente a expressão imuno-histoquímica de STAT3 e p-STAT3 

em 42 linfonodos acometidos por LDGCB multicêntricos primários, sendo: 37 

linfonodos poplíteos, dois submandibulares, dois cervicais superficiais e um 

linfonodo inguinal, sendo que cada linfonodo era proveniente de um animal 

diferente. Para efeito de comparação, também foi avaliada a expressão desses 

mesmos marcadores em dez linfonodos reativos e dez linfonodos normais.  

Foi detectada marcação positiva para ambos os anticorpos (STAT3 e p-

STAT3) nos linfonodos normais, reativos e acometidos por LDGCB 

multicêntrico. Houve aumento significativo na porcentagem de células 

imunomarcadas para ambos anticorpos nos linfonodos neoplásicos 

comparados aos linfonodos normais (p<0,05) e não houve diferença 

significativa para a expressão desses marcadores entre linfonodos reativos e 

neoplásicos. (Figura 3) 

Na análise dos linfonodos neoplásicos, a média de células positivas para 

STAT3 foi de 76,31%, de 49,16% para linfonodos normais e 63,97% para 

linfonodos reativos (Tabela 3). Apesar de existir diferença significativa entre a 

marcação em linfomas difusos de grandes células B e linfonodos normais, não 

houve diferença significativa para a expressão desses marcadores entre 

linfonodos reativos e neoplásicos. (Figura 3) 
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A intensidade de marcação citoplasmática para STAT3 variou de fraco a 

fortemente positivo em todos os grupos. Exemplos de linfonodo normal e 

reativo com a maioria das células apresentando marcação citoplasmática de 

moderada a forte intensidade e de linfonodo acometido por LDGCB 

apresentando marcação citoplasmática com intensidade moderada podem ser 

vistos nas figuras 4A, 4B e 4C, respectivamente. 

Quanto ao p-STAT3, a média da porcentagem de células positivas nos 

linfonodos acometidos por linfomas difusos de grandes células B foi de 15,42%, 

valor significativamente maior que a média de células positivas nos linfonodos 

normais (3,91%) (Tabela 3). Não houve diferença significativa para a expressão 

desse marcador entre linfonodos reativos e neoplásicos. (Figura 3). 

A intensidade de marcação nuclear de p-STAT3 variou de fraca a 

fortemente positiva. Os linfonodos normais demonstraram marcação de fraca a 

moderada, enquanto que os linfonodos reativos e acometidos por LDGCB 

demonstraram marcação nuclear de moderada a fortemente positiva. Exemplos 

de marcação fraca em linfonodo normal e marcação de moderada a intensa em 

linfonodos reativos e com LDGCB podem ser vistas nas Figuras 4D, 4E e 4F, 

respectivamente. 

 

Figuras 3. Representação das médias e erro padrão de porcentagem de células 
positivas para marcação com STAT3 e p-STAT3 entre os três grupos analisados. 
Comparado aos linfonodos normais (n=10) houve aumento significativo da 
marcação de STAT3 e p-STAT3 com os linfonodos acometidos por linfoma difuso 
de grandes células  B caninos (n=42) (**p < 0.01). Linfonodos reativos (n=10) e 

linfonodos com linfoma difuso de grandes células B não diferiram.  
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Tabela 3.  Média de porcentagem de células positivas na reação imuno-

histoquímica de STAT3 e STAT-3 fosforilada (p-STAT3) em linfonodos normais 

caninos, linfonodos reativos e linfonodos acometidos por linfoma difuso de 

grandes células B. 

Amostra STAT 3  p-STAT 3  

Linfonodo normal (n=10) 49,16a % 3,91a % 

Linfonodo reativo (n=10) 63,97a,b % 11,58a,b % 

Linfoma difuso de grandes 

células B (n=42) 

76,31b % 15,42b % 
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Figura 4. Imunomarcações dos anticorpos STAT3 e STAT3 fosforilado (pSTAT3) em linfomas 

difusos de grandes células B caninos, linfonodos reativos e normais. Fotomicrografia 

representativa da marcação citoplasmática de STAT 3 em linfonodo normal (A), reativo (B) e 

acometido por linfoma difuso de grandes células B (C). Fotomicrografia representativa da 

imunomarcação nuclear de p-STAT 3 em linfonodo normal (D) reativo (E) e linfonodo acometido 

por linfoma difuso de grandes células B (F). A escala de barras corresponde a 20µm. Reação 

imuno-histoquímica, Signal Stain®, DAB, 60x. 
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 6.2 Avaliações dos inibidores de JAK1/2 (AZD1480 e CYT387) sobre o 

crescimento de linhagem celular de linfoma difuso de grandes células B 

in vitro.  

 

Após a constatação que a via JAK2/STAT3 está superexpressa em 

linfomas difusos de grandes células B caninas, foi verificado o potencial 

terapêutico de dois inibidores de JAK2 (AZD1480 e CYT387) na linhagem de 

LDGCB (CLBL-1). 

Foram realizados testes utilizando diferentes concentrações dos fármacos 

AZD1480 e CYT387 nas linhagens celulares CLBL-1 e MDCK, com o intuito de 

avaliar o efeito dessas moléculas no linfoma e também em células normais da 

mesma espécie. 

Houve diminuição significativa na viabilidade celular da linhagem de CLBL-

1 em ambos os tratamentos em proporções dose dependente na comparação 

com o grupo controle (DMSO), tanto na análise subjetiva de proliferação celular 

(Figura 5), como nos ensaios de viabilidade com azul tripan. O efeito inibitório 

dos fármacos nas células da linhagem CLBL-1 foi concentração-dependente, 

sendo que a quantidade de células viáveis foi menor nos grupos tratados com 

maiores concentrações dos fármacos (Figura 6). Em relação às células 

controles (MDCK), as moléculas de AZD1480 e CYT387 apresentaram 

moderado efeito inibitório, apenas em altas concentrações dos fármacos 

(Figura 6). 

Com o intuito de investigar o efeito inibitório causado pelo AZD1480 e 

CYT387 nas células de linfoma canino em comparação com o grupo de células 

controle (MDCK), foi realizada a comparação da redução numérica das células 

da linhagem CLBL-1 em relação a MDCK (Figura 7). Após 48 e 72 horas de 

tratamento os dois inibidores de JAK2 testados promoveram redução 

significativa numérica na linhagem de CLBL-1 em comparação com MDCK-1, 

especialmente nas concentrações de 2µM e 5µM, sugerindo uma ação mais 

intensa nas células neoplásicas quando comparada a células renais caninas 

saudáveis (Figura 7).      



23 

 

 

Figura 5. Análise de proliferação celular em microscopia da linhagem celular CLBL-1 
no grupo controle tratado com DMSO (A) e tratado com AZD1480 na concentração de 
2µM após 48 horas de tratamento (B). 
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Figura 6. Inibidores de JAK2, AZD1480 e CYT387 inibem o crescimento de linhagem 

celular de linfoma difuso de grandes células B canino (CLBL-1) in vitro. Linhagens 

celulares de linfoma difuso de grandes células B e células renais caninas (MDCK) 

saudáveis foram tratadas com diferentes concentrações de AZD1480 (A e C) e 

CYT387 (B e D). Células tratadas com DMSO foram utilizadas como tratamento 

controle. Dia 1 representa o momento da incubação com os dois fármacos testados e 

os dias 2, 3 e 4 representam, respectivamente, 24, 48 e 72 horas após tratamento. A 

porcentagem de crescimento foi normalizada de acordo com o grupo controle tratado 

com DMSO. Os resultados estão apresentados de acordo com a média ± média de 

erro padrão * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
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Figura 7. Células de linfoma difuso de grandes células B canino (CLBL-1) foram mais 

sensíveis aos inibidores de JAK-2 (AZD1480 e CYT387), quando comparadas ao 

grupo de células controles renais caninas (MDCK). A redução no crescimento celular 

foi mais significativa após 48 (dia 3) e 72 horas (dia 4) pós-tratamento. A porcentagem 

de crescimento foi normalizada de acordo com o grupo controle de tratamento (DMSO) 

(p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001). Os resultados estão apresentados de acordo com 

a média ± média de erro padrão 

              

6.3. AZD1480 e CYT387 inibem o crescimento da linhagem celular de linfomas 

difusos de grandes células B através do aumento da apoptose  

Para compreender o mecanismo pelo qual os inibidores de JAK2 AZD1480 

e CYT387 reduzem o crescimento celular da linhagem CLBL-1, foi realizada 

citometria de fluxo para verificar se a redução do número de células viáveis 

decorria da indução de apoptose. No dia 4 do tratamento, as células CLBL-1 e 

MDCK foram imunomarcadas com Annexin V e Sytox Red e analisadas em 

citometro de fluxo, conforme descrito anteriormente (Tabela 2). 

Na comparação entre os fármacos testados e o DMSO, houve diminuição 

significativa das células viáveis na linhagem de CLBL-1 e aumento da apoptose 
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a medida que se aumentava a concentração dos fármacos (dose-dependende). 

As células MDCK tratadas com ambos os fármacos não apresentaram taxas 

significativas de apoptose (Tabela 4, Tabela 5 e Figura 8).  

Os resultados sugerem que o efeito pró apoptótico dos inibidores de JAK-2 

testados seja mais intenso na linhagem celular de linfoma do que na linhagem 

celular normal (MDCK). Esses resultados então em concordância com os 

resultados encontrados na análise de proliferação celular. 

 

Tabela 4. Porcentagem de células viáveis, em apoptose precoce, apoptose tardia e 

células em necrose nas linhagens celulares CLBL-1 e MDCK tratadas com AZD1480. 

Tratamento com 

AZD1480 

Células 

viáveis 

Apoptose 

precoce 

Apoptosebtardia Células em 

necrose 

CLBL-1 DMSO 72,7 16 7,64 3,61 

CLBL-1 AZD1480 2µM 13,2 33,6 16,3 7,01 

CLBL-1 AZD1480 5µM 1,63 69,2 26,1 3,06 

MDCK DMSO 92,9 4,35 2,15 0,6 

MDCK AZD1480 2µM 87,1 9,54 2,06 1,33 

MDCK 5 AZD1480 

5µM 

77,2 16,6 3,57 2,64 
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Tabela 5. Porcentagem de células viáveis, em apoptose precoce, apoptose tardia e 
células em necrose nos grupos de linhagem CLBL-1 e MDCK tratados com CYT387 

Tratamento com 

CYT387 

Células viáveis Apoptose 

precoce 

Apoptose tardia Células em 

necrose 

CLBL-1 DMSO 65,1 19,9 7,11 7,84 

CLBL-1 CYT387 

1µM 

73,9 14,1 8,72 3,3 

CLBL-1 CYT387 

5µM 

2,83 74,3 19,5 3,33 

MDCK DMSO 95,9 3,6 0,29 0,17 

MDCK CYT387 1µM 88,6 10,3 0,9 0,18 

MDCK 5 CYT387 

5µM 

55,8 39,3 4,37 0,56 
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Figura 8. Tratamento com inibidores de JAK2 induz maiores taxas de apoptose em 

linhagem de células de linfoma difuso de grandes células B canino em comparação 

com células renais caninas (MDCK). Porcentagem de células em apoptose nos grupos 

tratados com AZD1480 (A) e CYT387 (B), na análise por citometria de fluxo usando o 

sistema Annexin V/SYTOX Red. Células saudáveis (Annexin V-, SYTOX Red-).  

apoptose precoce (Annexin V+, SYTOX Red −) e apoptose tardia , Annexin-V (+), 

SYTOX Red (+). (C) A porcentagem de células saudáveis foi maior no grupo tratado 

com DMSO em comparação com os tratamentos com AZD nas concentrações 2 e 5 

um. (D). A porcentagem de células saudáveis foi maior no grupo tratado com DMSO 

em comparação com os tratamentos com CYT387 nas concentrações de 5uM. As 

porcentagens de células em apoptose precoce foi significativamente maior nas 

concentrações de 5 uM um para os dois inibidores de JAK-2 em comparação com o 

grupo DMSO (E) Não houve diferença significativa entre o tratamento com AZD1480 

nas células MDCK. (F). Diminuição na porcentagem de células saudáveis e aumento 

das células em apoptose tardia foram verificadas nas concentrações de 5 uM nas 

células tratadas com CYT387. Os resultados estão apresentados de acordo com a 

média ± média de erro padrão. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
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7. DISCUSSÃO 

 A via JAK/STAT tem sido estudada em diversas neoplasias 

hematopoiéticas humanas e os resultados demonstram participação importante 

dessa via nos processos de carcinogênese, como ativação da proliferação 

celular, metástase, angiogênese. Apesar de bem documentada em oncologia 

humana, poucos estudos foram realizados a respeito da participação da via 

JAK/STAT em neoplasias em cães e gatos (PETTERINO et al., 2006; KROL et 

al., 2011; FOSSEY et al., 2011). Até o momento não existem dados avaliando a 

via do JAK/STAT em linfomas em cães, portanto essa pesquisa é a primeira a 

demonstrar que a via STAT3 está superexpressa em LDGCB multicêntrico. 

 A metodologia utilizada na avaliação da expressão imuno-histoquímica 

desses marcadores foi baseada na porcentagem de células positivas em 

relação ao número total de células analisadas em cinco campos de maior 

representação sem levar em consideração a intensidade de marcação, pois 

essa pode apresentar influência do protocolo utilizado e sofrer variações 

relacionadas à técnica e aos corantes sem necessariamente representar 

diferenças biológicas que estão acontecendo no tecido. 

 O presente estudo demonstrou que tanto a expressão de STAT3 como a 

sua forma fosforilada (p-STAT3) apresentaram aumento nos LDGCB 

multicentrico caninos. Estudos preliminares desenvolvidos pelo nosso grupo de 

pesquisa mostraram que a sobrevida média de pacientes com alta expressão 

de STAT3 foi significativamente inferior à sobrevida de pacientes com baixa 

expressão de STST3 (143 dias x 283 dias respectivamente). Não houve 

diferença na sobrevida de pacientes com baixa ou alta expressão de p-STAT3 

(PAN et al., 2016). A limitação de estudos retrospectivos dessa natureza está 

no fato que os pacientes não foram submetidos a tratamentos quimioterápicos 

uniformes e essa variável pode influenciar nos resultados apresentados. Estes 

dados tornam interessante a realização de estudos futuros sobre a correlação 

entre a ativação da via STAT3 e o prognóstico dos cães com linfoma 

multicêntrico canino. 

 Em oncologia humana diversas pesquisas concluíram que a alta 

expressão de STAT3 e p-STAT3 em linfomas pode estar relacionada à 

diminuição na sobrevida dos pacientes e consequentemente pior prognóstico 
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(SUNG et al., 2010; OK et al., 2014). Este fato pode ser explicado pelo fato da 

participação da via JAK/STAT em processos celulares como diferenciação, 

sobrevida, proliferação, invasão, angiogênese e metástase (WU et al., 2011).    

 Ding et al. (2008) documentaram que a ativação de STAT3 promoveu a 

proliferação celular em LDGCB subtipo células ativadas. Altas expressões de 

STAT 3 foram encontradas em linfomas B ativados e alguns linfomas de centro 

germinativo. A ativação de STAT3 avaliada por imuno-histoquímica foi 

associada à diminuição da sobrevida em 185 pacientes com linfomas difusos 

de grandes células B tratados com R-CHOP (rituximab, ciclofosfamida, 

doxorrubicina, vincristina e prednisona) (HUANG et al., 2013). 

 Sung et al. (2010) observaram correlação entre a expressão de p-STAT3 

e survivina (proteína anti apoptótica) em linfomas difusos de grandes células B 

humanos e ambas foram relacionadas a fator prognóstico negativo. No grupo 

de pacientes que foram negativos para p-STAT3, a média de sobrevida dos 

pacientes foi de 163,5 meses comparado à sobrevida média de 22,2 meses no 

grupo que apresentou positividade para p-STAT3 (SUNG et al., 2010). No 

estudo de Ok et al. (2014) a expressão de p-STAT3 foi mais comumente 

observada em LDGCB subtipo células ativadas em estágios avançados com 

envolvimento extranodal e prognóstico desfavorável. Embora ainda tenhamos 

apenas resultados preliminares em estudos retrospectivos não randomizados, 

a alta expressão de STAT3 foi correlacionada com menor sobrevida dos 

pacientes na análise realizada pelo nosso grupo de pesquisa, tornando a 

avaliação da participação de STAT3 e p-STAT3 como fator prognóstico um 

assunto a ser investigado de forma mais detalhada em estudos futuros (PAN et 

al., 2016).   

 Não foram observadas diferenças significativas entre a expressão de 

STAT3 e p-STAT3 entre os linfonodos reativos e os acometidos por linfoma. 

Este fato pode ser explicado avaliando a participação da via do STAT3 também 

em processos inflamatórios, infecciosos e imunomediados (YU et al., 2009, 

O´SHEA et al., 2013). A via STAT3 é fundamental no desenvolvimento de 

linfócitos T CD8 de memória e linfócitos T produtores de interleucina 17 

(O´SHEA et al., 2013). A correlação entre inflamação, imunidade e 

desenvolvimento de neoplasias já é algo fundamentado (YU et al.,2009; HE et 

al., 2011). Além disso, estudos prévios mostraram que a ativação de STAT3 
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pode induzir o desenvolvimento de um microambiente inflamatório pró 

cancerígeno (YU et al., 2009). 

 Embora a quimioterapia padrão com o protocolo CHOP possa prolongar 

a sobrevida dos cães com linfoma difuso de grandes células B, a cura ainda é 

rara, fazendo com que o tratamento desses pacientes ainda seja um desafio 

crescente na rotina oncológica e tornando necessária a busca por novas 

modalidades terapêuticas como as terapias alvos. 

 O estudo de vias como JAK/STAT que participam do processo de 

carcinogênese é de suma importância na tentativa de desenvolvimento de 

fármacos alvos específicos capazes de bloquear essas vias alteradas e 

contribuir para o controle neoplásico. Uma vez estabelecida a participação da 

via JAK2/STAT3 no desenvolvimento do LDGCB canino, foram realizado 

ensaios in vitro sobre a utilização de fármacos inibidores de JAK2 capazes de 

bloquear essa via na tentativa de inibir a proliferação celular de células de 

linfoma canino.  

 O presente estudo é o primeiro a avaliar os efeitos terapêuticos do 

AZD1480 e CYT387 em linhagens celulares de LDGCB multicentrico canino e 

os resultados demonstraram que ambas as moléculas podem inibir a 

proliferação celular através da indução de apoptose em linfomas com resposta 

dependente das concentrações dos fármacos.  

 O ensaio para determinação da viabilidade celular após o tratamento 

como os inibidores de JAK2 avaliados utilizou o teste de azul tripan que é 

considerado um ensaio rápido, barato e de fácil aplicação uma vez que durante 

a execução do experimento diversas contagens celulares foram realizadas 

diariamente em um grande número de amostras, pois todos os tratamentos 

foram realizados em triplicada e o experimento realizado três vezes. O ensaio 

de azul tripan se baseia no princípio que células viáveis permanecem com as 

membranas celulares intactas após adição de corantes e que as células mortas 

não mantem a membrana intacta, portanto absorvem o corante no citoplasma 

facilitando a distinção entre elas na análise de microscopia (STROBER et al., 

2001). 

 Steven et al., (1993) comparou o teste de azul tripan com os ensaios de 

fluorescência na análise de viabilidade celular de mamíferos. Os autores 

concluíram que nas fases iniciais do crescimento celular não houve diferença 
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entre as duas técnicas, porém que nas fases mais avançadas do crescimento 

celular, o ensaio com azul tripan superestimou a viabilidade celular, sendo que 

o número de células viáveis na análise de fluorescência foi menor quando 

comparada ao azul tripan.  Esses resultados podem inferir que a taxa de 

células viáveis foi ainda menor nos grupos testados, reforçando a  eficácia in 

vitro dos tratamentos testados. 

 Uma limitação dos resultados apresentados, porém que está sendo 

retificada pelo nosso grupo de pesquisa é a realização da análise de 

fosforilação de STAT3 na linhagem celular testada. Estudos através da técnica 

de western blot estão sendo desenvolvidos para verificar o perfil de fosforilação 

antes e após o tratamento com AZD1480 e CYT387. O objetivo desses novos 

experimentos é provar que o mecanismo envolvido na inibição da proliferação 

celular esta relacionado particularmente com a via JAK2/STAT3 e não através 

de outras vias de sinalização pelas quais essas moléculas podem participar. 

 Diversos inibidores competitivos de ATP tipo I de via JAK2 incluindo 

AZD14801 e CYT387 estão sendo estudados em clinical trial humanos para 

várias neoplasias sólidas e hematopoiéticas (VAINCHENKER et al., 2013). 

 Estudos em humanos revelaram resultados promissores do uso de 

inibidores de JAK2 em neoplasias sólidas e hematopoiéticas. Younes et al., 

(2012) em um estudo em fase I concluíram que o inibidor oral de JAK2 SB1518 

demonstrou resultados satisfatórios em 34 pacientes com recidiva de linfomas 

Hodgkin e não Hodking  refratários ao tratamento convencional. Nesse estudo 

3 pacientes obtiveram resposta parcial e 15 pacientes tiveram doença estável. 

   O AZD1480 foi primeiramente descrito por Ioannidis et al., (2011) como 

um pyrazol-3-ylpyrimidin-4-aminas, como um potente inibidor de JAK1 e JAK2. 

Hedvat et al., (2009) demonstraram que a molécula de AZD1480 pode inibir a 

fosforilação de STAT3 e a translocação nuclear bloqueando o crescimento 

tumoral em diferentes concentrações em estudos in vitro. Em um modelo 

experimental com cobaias, AZD1480 inibiu a proliferação celular e induziu a 

apoptose em linhagens celulares de neuroblastoma pediátrico e sarcomas 

através da inibição da via STAT3 (YAN et al., 2013). Resultados semelhantes 

foram obtidos em linhagens celulares de mieloma múltiplo (SCUTO et al., 

2011). Esses dados estão de acordo com os resultados apresentados no 

presente ensaio, uma vez que o AZD1480 foi capaz de inibir a proliferação 
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celular em dose dependente na linhagem células CLBL-1 confirmando sua 

atividade antineoplásica. 

 O CYT387 é um inibidor de JAK1 e JAK2 que foi primariamente 

desenvolvido para o tratamento de mielofibrose em seres humanos (SCUTO et 

al., 2011). Essa molécula foi bem tolerada em estudos clínicos não 

randomizados com benefício clínico em pacientes com mielofibose de risco 

moderado a alto tendo respostas em relação aos quadros de anemia e sinais 

relacionados a esplenomegalia (PARDANANI et al., 2013).   Resultados 

similares foram observados em linhagens humanas de mieloma múltiplo tanto 

de forma isolada quando combinada as terapias convencionais como 

melfalano. O CYT387 foi capaz de prevenir a fosforilação de STAT3 induzida 

por IL-6 e diminuir a proliferação celular em 6/8 linhagens de mileoma múltiplo 

em resposta dependente de dose através da indução da apoptose. 

(MONAGHAN et al., 2011).  

 Apesar de diversos estudos com AZD1480 e CYT387 em distúrbios 

mieloproliferativos humanos como mieloma múltiplo e mielofibrose, não há 

dados da eficácia deles em linhagens células de LDGCB multicentrico humano.  

 A inibição do via do JAK2/STAT3 no tratamento de neoplasias está 

fundamentada na participação dessas em diversos processos celulares, uma 

vez que a STAT3 é um ponto de convergência para diversas vias oncogênicas.  

 Embora vários processos possam estar relacionados à diminuição da 

proliferação celular na linhagem celular estudada, a indução da apoptose foi o 

mecanismo escolhido para estudo detalhado no presente ensaio e os 

resultados demonstraram que a utilização de inibidores de JAK2 promoveu a 

apoptose nas linhagem celular de LDGCB.  

 Estudos em oncologia humana também correlacionaram à utilização de 

inibidores de JAK2 e a indução de apoptose em neoplasias hematopoiéticas. A 

ativação de STAT3 foi relacionada a expressão de proteínas da família Bcl-2 

(CATLETT-FALCONI et al., 1999; EPLING-BURNETTE et al., 2001). A inibição 

de STAT3 está associada ao aumento da apoptose e o decréscimo da 

expressão de Mcl-1 em leucemias  de linfócitos granulares (EPLING-

BURNETTE et al., 2001). Nas células de mieloma, a ativação de STAT3 e a 

translocação nuclear promoveram a expressão de genes relacionados a 

produção de IL-6 (CATLETT-FALCONI et al., 1999). Enquanto que a IL-6 
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promove a expressão de proteínas relacionadas a maior sobrevivência celular 

como a Bcl-xl, a inibição de JAK-2 pode inibir a expressão dessas proteínas 

(XIN et al. 2011). Além disso, Aoki et al., (2003) demonstraram que a inibição 

de STAT3 induz apoptose através do decréscimo de survivina, uma proteína 

anti-apoptótica expressa em alguns linfomas em humanos (AOKI et al., 2003).

 Estudos futuros direcionados na regulação gênica das proteínas da 

família do Bcl-2 podem identificar os mecanismos envolvidos na indução de 

apoptose pelas moléculas de AZD1480 e CYT387 em LDGCB multicêntrico 

caninos. 

 Outros mecanismos além da apoptose podem estar relacionados a 

diminuição da proliferação celular na linhagem CLBL-1, umas vez que a 

inativação de STAT3 pela utilização de inibidores de JAK2 é associada com a 

diminuição de proteínas CyclynD1, é fundamental a avaliação dos efeitos do 

AZD1480 e CYT387 na proliferação e ciclo celular (GUO et al., 2014).  

 Perspectivas futuras incluem o impacto do AZD1480 e CYT387 nos 

processos de angiogênese e metástase, uma vez que o AZD1480 apresenta 

propriedades anti-angiogênicas e anti metastáticas através da inibição de 

VEGF e MMP9 (XIN et al., 2011). Alguns autores enfatizaram que a expressão 

de STAT3 contribui para angiogêneses através da correlação com o VEGF e 

que a supressão de STAT3 pode funcionar como terapia antiangiogênica (NIU  

et al., 2002). Esses resultados abrem um amplo campo de investigação a 

respeito dos mecanismos envolvidos na inibição da proliferação celular em 

estudos futuros com inibidores de JAK2 em linfomas caninos. 

 A observação que os inibidores de AZD1480 e CYT387 reduziram as 

taxas de proliferação celular e induziram a apoptose nas linhagens de CLBL-1 

em proporções significativamente maiores que as células controles (MDCK), 

tornam esses fármacos promissores através da possibilidade de um efeito mais 

seletivo em células hematopoiéticas neoplásicas quando comparadas a células 

saudáveis. Tyner et al., (2009) analisando CYT387 em linhagens celulares 

hematopoiéticas neoplásicas verificaram resultados semelhantes, pois houve 

supressão do crescimento celular e indução de apoptose nas células 

hematopoiéticas neoplásicas nas concentrações de 0,5 e 1,5 µM sem 

interferência significante nas linhagens celulares não hematopoiéticas 
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 Uma das limitações desse estudo in vitro a respeito da seletividade dos 

fármacos é que apenas uma linhagem celular controle foi testada e a mesma 

apresentava origem renal, portanto diferente da origem celular da neoplasia 

estudada que foram as células linfoides neoplásicas. Estudos futuros são 

necessários sobre a influência do AZD1480 e CYT387 em precursores linfoides 

na medula óssea e em linfócitos maduros.  

 A toxicidade de determinados fármacos pode ser diferente entre as 

espécies, portanto existe a necessidade de estudos futuros sobre a segurança 

dos inibidores de JAK2 em cães. Em humanos, um estudo em 60 pacientes 

portadores de mielofibrose a respeito da eficácia e segurança do CYT387 

verificou como efeitos adversos significativos (grau 3/4) trombocitopenia (32%), 

hiperlipasemia (5%), aumento das enzimas hepáticas (3%) e cefaleia (3%) 

(PARDANANI et al., 2013). Após a constatação de que a via de JAK-

2/STAT3 está superexpressa em LDGCB caninos e que a utilização de 

fármacos inibidores de JAK2 podem ser promissores no tratamento dessa 

doença, a reprodução desses estudos em cobaias com posteriores estudos de 

segurança desses fármacos em pacientes caninos são necessários para o 

desenvolvimento de clinical trials sobre a eficácia do AZD1480 e CYT387 em 

cães portadores de LDGCB. 

 

8. CONCLUSÃO 

Há um aumento significativo na expressão de STAT3 e p-STAT3 em  

LDGCB multicêntrico em cães comparada a linfonodos normais, confirmando a 

hipótese que a via de STAT3 está superexpressa nessa doença. 

Os inibidores de JAK1/2 como o AZD1480 e CYT387 inibiram o 

crescimento da linhagem celular de LDGCB multicentrico (CLBL-1) e 

promoveram apoptose dependente das concentrações de fármacos utilizados, 

reforçando a teoria do potencial benefício terapêutico da utilização de inibidores 

de JAK2 no tratamento do LDGCB multicentrico, possibilitando a realização de 

novos estudos na tentativa de buscar novas estratégias no tratamento dessa 

importante neoplasia hematopoiética em cães.  
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