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AVALIAÇÃO DA ACETILAÇÃO DAS HISTONAS H3 E H4 E EXPRESSÃO DAS 
ENZIMAS HISTONAS DESACETILASES HDAC1, HDAC2 E HDAC6 NO LINFOMA 

MULTICÊNTRICO CANINO 
 

RESUMO - Alterações epigenéticas são associadas aos processos de 
carcinogênese e a acetilação das histonas é um dos mecanismos mais estudados, 
ocorrendo de acordo com a atividade das enzimas histonas acetilases (HAT) e 
histonas desacetilases (HDAC). O aumento na expressão e/ou atuação aberrante das 
HDAC interferem diretamente na regulação transcricional, podem fornecer condições 
para o desenvolvimento tumoral e tornaram-se alvos de estudos para intervenção 
terapêutica. No linfoma difuso de grandes células B (LDGCB), em humanos, 
alterações nos mecanismos epigenéticos de acetilação das histonas já foram 
identificadas e associadas ao pior prognóstico dos pacientes. Porém, em cães ainda 
são escassos os estudos que avaliaram essas modificações na forma multicêntrica do 
LDGCB. No primeiro capítulo, são descritos os mecanismos epigenéticos 
relacionados aos seus aspectos fisiológicos e as modificações registradas em 
neoplasias, nas medicinas humana e veterinária. No segundo capítulo, foram 
avaliadas as expressões das histonas acetiladas H3 e H4, e das enzimas HDAC1, 
HDAC2 e HDAC6 em amostras de LDGCB (n=20), comparativamente à expressão 
em tecido linfóide de cães saudáveis (n=5), por meio da marcação imuno-histoquímica 
e validação da expressão proteica por Western blot. As expressões das histonas e 
enzimas e os aspectos clínico-patológicos foram correlacionados entre si e com o 
prognóstico dos animais doentes. Os resultados mostraram que HDAC2 está mais 
expressa no LDGCB (p < 0,05), enquanto H3, H4, HDAC1 e HDAC6 não diferiram 
entre os grupos. As histonas acetiladas e enzimas histonas desacetilases não 
apresentaram correlação com o tempo livre de doença (TLD) e tempo de sobrevida 
(TS), porém o alto índice mitótico foi relacionado ao menor tempo de sobrevida dos 
cães e menor expressão de HDAC6; e a presença de sinais clínicos no estadiamento 
da doença (subestágio b) indicou menores TLD e TS. Esse estudo deve estimular o 
desenvolvimento de novas investigações, a fim de melhor elucidar as alterações 
epigenéticas na patogênese do LDGCB, uma das neoplasias mais comuns em cães, 
podendo auxiliar na descoberta de novas abordagens terapêuticas alvo-específicas e 
melhorando o prognóstico dos pacientes. 

 
Palavras-chaves: acetilação, cães, histonas desacetilases, linfoma multicêntrico 
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EVALUATION OF H3 AND H4 ACETYLATION AND EXPRESSION OF HISTONE 
DEACETYLASE ENZYMES HDAC1, HDAC2 AND HDAC6 IN CANINE 

MULTICENTRIC LYMPHOMA 
 

ABSTRACT - Epigenetic alterations are associated with carcinogenesis 
processes and histone acetylation is one of the most studied mechanisms, occurring 
according to the activity of histone acetylase (HAT) and histone deacetylase (HDAC) 
enzymes. The increased expression and/or aberrant action of HDACs directly interfere 
with transcriptional regulation, may provide conditions for tumor development and 
become targets of studies for therapeutic intervention. In diffuse large B-cell lymphoma 
(DLBCL) in humans, alterations in the epigenetic mechanisms of histone acetylation 
have been identified and associated with a worse prognosis in patients. However, in 
dogs, there are few studies that evaluated these changes in the multicentric form of 
the DLBCL. The first chapter describes the epigenetic mechanisms related to their 
physiological aspects and the changes recorded in neoplasms, in human and 
veterinary medicine. In the second chapter, the expression of acetylated histones H3 
and H4, and of the enzymes HDAC1, HDAC2 and HDAC6 in DLBCL samples (n=20) 
were evaluated and compared to the expression in lymphoid tissue of healthy dogs 
(n=5), through of immunohistochemical labeling and validation of protein expression 
by Western blot. Histone and enzyme expressions and clinicopathological aspects 
were correlated with each other and with the prognosis of the sick animals. The results 
showed that HDAC2 is more expressed in DLBCL (p < 0.05), while H3, H4, HDAC1 
and HDAC6 did not differ between groups. The acetylated histones and histone 
deacetylase enzymes did not correlate with disease-free time (DFT) and survival time 
(ST), but the high mitotic index was related to the shorter survival time of dogs and 
lower expression of HDAC6; and the presence of clinical signs in the stage of the 
disease (substage b) indicated lower DFT and ST. This study should stimulate the 
development of new investigations, in order to better elucidate the epigenetic 
alterations in the pathogenesis of DLBCL, one of the most common neoplasms in dogs, 
which may help in the discovery of new target-specific therapeutic approaches and 
improve the prognosis of the patients. 
 
Keywords: acetylation, dogs, histone deacetylases, multicentric lymphoma 
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CAPÍTULO 1 - Considerações gerais 

 

REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1 Introdução 

 

A carcinogênese é um processo resultante de danos genéticos relacionados a 

alterações na sequência de DNA, como translocações cromossômicas, mutações, 

deleções e/ou ganho de material genético (Hassler et al., 2013). Por sua vez, as 

alterações epigenéticas são definidas como anormalidades hereditárias da expressão 

gênica mediadas por mecanismos que não alteram a sequência do DNA (Ward, 2002), 

sendo ambos os danos incriminados na tumorigênese (Ferraresso et al., 2014). 

Todavia, em alguns tipos de câncer, as modificações epigenéticas parecem exercer 

maior impacto no risco de desenvolvimento neoplásico (Baylin e Jones, 2016; 

Yamashita et al., 2018). 

Alterações epigenéticas podem promover o desenvolvimento tumoral em 

diferentes subtipos de linfoma não-Hodgkin humano, inclusive no linfoma difuso de 

grandes células B (LDGCB) (Morin et al., 2010; Azevedo, 2015; Hopp et al., 2015; Pan 

et al., 2015; Bianco e Abdalla, 2016, Ribeiro et al., 2019) e são associadas à maior 

agressividade da doença, bem como a resposta insatisfatória aos tratamentos 

(Montalbán et al., 2004), evidenciando a participação desses mecanismos na 

patogênese e prognóstico desse tipo neoplásico (Clozel et al., 2013).  

O linfoma é uma das neoplasias mais comuns em cães e representa de 7% a 

24% de todos os tipos tumorais nessa espécie (Vail et al., 2019). A forma multicêntrica 

chega a ocorrer em 80% dos casos (Vail, 2011) e o subtipo LDGCB é a forma mais 

comum da doença, assim como em seres humanos (Shankland et al., 2012; 

Marconato et al., 2013) e exibe patogênese molecular, morfologia celular, 

características clínicas e resposta terapêutica semelhantes nas duas espécies 

(Burnett et al., 2003; Su et al., 2013).  

A origem do linfoma de células B é multifatorial e resulta de mutações herdadas, 

alterações nas sequências de DNA, expressão anormal de oncogenes e genes 
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supressores tumorais (Elvers, 2015), entretanto sua biologia tumoral não é totalmente 

explicada apenas pelas alterações genéticas. Desta forma, as alterações epigenéticas 

parecem exercer um papel importante no desenvolvimento e progressão do LDGCB, 

muito embora sejam pouco compreendidas, mormente na espécie canina (Jones e 

Baylin, 2007; Ferraresso et al., 2014), o que incentiva a identificação das modificações 

nesses mecanismos, como novos biomarcadores relacionados ao desenvolvimento 

do linfoma (Epifhanio et al., 2019). 

No estudo em tela, o objetivo foi identificar possíveis alterações epigenéticas 

relacionadas à acetilação das histonas, no LDGCB canino, por meio da avaliação da 

acetilação de H3 e H4 e expressão das enzimas HDAC1, HDAC2 e HDAC6, 

correlacionando essas proteínas e as variáveis clínicas e patológicas entre si, e com 

o prognóstico dos animais, como forma de entender o possível envolvimento desses 

mecanismos na evolução e severidade da doença nos pacientes. 

 

1.2 Epigenética 

 

Os mecanismos epigenéticos ou epigenoma são um conjunto de modificações 

dinâmicas e reversíveis do DNA e histonas (cromatina), denominadas “marcas 

epigenéticas” e relacionadas à regulação da transcrição e expressão gênicas dentro 

do genoma, sem alterar a sequência do DNA, o que resulta em alterações fenotípicas 

que são herdáveis pela mitose e meiose celulares (Jirtle e Skinner, 2007; Tang e Ho, 

2007; Baylin e Jones, 2011; Costa e Pacheco, 2013; Flavahan et al., 2017). Portanto, 

enquanto o genoma é idêntico nos diferentes tipos celulares de um mesmo indivíduo, 

o epigenoma varia entre as células (Muller e Prado, 2008) e representa umas das 

melhores promessas na pesquisa oncológica (Toh et al., 2017). 

O desenvolvimento celular depende da atuação equilibrada dos mecanismos 

epigenéticos, uma vez que a regulação transcricional interfere no crescimento e 

diferenciação celulares. Portanto, os mecanismos normais são desregulados no início 

e progressão tumorais, uma vez que alterações na expressão gênica podem promover 

a inativação de genes supressores tumorais, desregulação do ciclo celular, inibição 

da apoptose, indução da proliferação celular descontrolada, assim como a ativação 
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de oncogenes, fatores que estimulam a tumorigênese (Marks et al., 2000; Kisseberth 

et al., 2008; Ferraresso et al., 2017). 

Os mecanismos epigenéticos ocorrem de acordo com a atuação de diferentes 

proteínas, responsáveis pela adição (“writers”) e remoção de assinaturas epigenéticas 

(“erasers”) ou reconhecimento (“readers”) de modificações do DNA e histonas (Biswas 

e Rao, 2018). Dentre eles, a metilação do DNA e as modificações das histonas são 

alguns dos mecanismos mais reconhecidos e envolvem processos que alteram a 

estrutura das ligações covalentes do DNA, modulando a acessibilidade dos fatores de 

transcrição aos seus segmentos de DNA-alvo (Roth e Allis, 1996; D´Alessio e Szyf, 

2006). Portanto, quando modificados, esses mecanismos são considerados os 

principais envolvidos na iniciação neoplásica (Fraga et al., 2005; Ilango et al., 2020) e 

contribuintes para a quimiorresistência, em humanos, uma vez que influenciam no 

silenciamento transcricional ligado aos genes supressores tumorais, reparadores de 

danos ao DNA e reguladores do ciclo celular e apoptose (Amengual, 2020), facilitando 

a sobrevivência e proliferação de clones resistentes (De et al., 2013). 

Adicionalmente, outro mecanismo epigenético fortemente reconhecido são os 

RNA não codificados (ncRNA), os quais podem se ligar a diferentes RNA mensageiros 

(RNAm) e inibir o processo de tradução (Croce, 2009). Sendo assim, esses três 

mecanismos apresentam fundamental importância na programação adequada da 

expressão gênica (Rothhammer e Bosserhoff, 2007). 

A metilação do DNA é a adição covalente de grupamentos metil nas citosinas, 

sendo este um processo enzimático realizado por proteínas chamadas DNA 

metiltransferases (DNMT) (Mizuno et al., 2001) e a primeira marca crítica das 

modificações epigenéticas que afetam a regulação do genoma em células tumorais 

(Stirzaker et al., 2014). Dessa maneira, tanto a hipometilação quanto a hipermetilação 

favorecem a carcinogênese e a progressão tumoral (Epifhanio et al., 2019; Ribeiro et 

al., 2019). 

A hipometilação está relacionada à reativação gênica e instabilidades 

cromossômicas que podem resultar na expressão de oncogenes, aumento das taxas 

de recombinações e mutações gênicas (De Smet et al., 2004). Em humanos, foi 

identificado que padrões aberrantes de metilação do DNA podem interferir na 

patogênese de neoplasias hematopoiéticas (Epifhanio et al., 2019), inclusive em 
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linfomas de células B (Wong Doo, 2016). Em cães, estudos também evidenciaram a 

importância do papel da hipometilação do DNA de leucócitos circulantes, em 

pacientes com linfoma multicêntrico de células B e T (Epifhanio et al., 2019), e em 

tecidos, no LDGCB, associando o acúmulo dessas alterações epigenéticas com a 

maior agressividade da doença (Ferraresso et al., 2017). 

Por outro lado, o acúmulo de grupos metil ou hipermetilação altera a afinidade 

do DNA com fatores de transcrição e podem interagir com as enzimas histonas 

desacetilases (HDAC), tornando a cromatina menos acessível (Esteller, 2007; 

Greenberg e Bourc’his, 2019). Ferraresso et al. (2017) sugerem que a hipermetilação 

de membros da família de genes HOX, relacionados ao desenvolvimento embrionário, 

morfogênese tecidual e diferenciação celular, possam contribuir para a patogênese 

do LDGCB, no homem e no cão. Assim, a hipermetilação está associada ao 

silenciamento de genes supressores tumorais, supressores de invasão e metástase, 

reparadores de DNA e inibidores da angiogênese (Jovanovic et al., 2010).  

Os ncRNA são RNA não traduzidos em proteínas e existem evidências do seu 

papel na proliferação, metabolismo, diferenciação e apoptose celulares (Filipowicz et 

al., 2008; Alberti e Cochella, 2017). Os microRNA (miRNA) são pequenos ncRNA que 

participam de diversos processos biológicos e sua expressão é regulada durante a 

hematopoiese (Khan et al., 2019). Além disso, a expressão de miRNA também é 

responsável pela regulação de outros mecanismos epigenéticos, como metilação do 

DNA e modificações das histonas, ou seja, a desregulação de miRNA é considerada 

um marcador de iniciação neoplásica (Humphries et al., 2019). Já foi demonstrada 

sua expressão aberrante em linhagens de cultivos celulares de linfoma canino e 

associação à quimiorresistência (Asada et al., 2019), bem como em amostras 

teciduais de linfoma multicêntrico de células B e T, em cães, tornando painéis de 

miRNA futuros biomarcadores úteis, na oncologia veterinária (Craig et al., 2019). 

As histonas são proteínas que atuam como uma matriz na qual o DNA se 

enrola, formando juntos, o nucleossomo. São conhecidas 5 famílias de histonas: H1 

auxilia na ligação entre os nucleossomos, formando a cromatina; enquanto H2A, H2B, 

H3 e H4, em duplicata, formam um octâmero de histonas, no qual o DNA se enrola. 

As histonas possuem caudas, agrupamentos amino-terminal (n-terminal), contendo 

diversos resíduos de aminoácidos (lisina, serina e arginina), que apresentam carga 
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positiva e interagem com a carga negativa do DNA. Essas caudas são projetadas para 

fora dos nucleossomos, tornando-se sujeitas a modificações pós-transducionais 

(Peterson e Lainel, 2004; Kouzarides, 2007; Martins e Castilho, 2013).  

Inicialmente, as histonas eram consideradas somente componentes 

estruturais, mas já se sabe que elas exercem diversas funções na célula, sendo 

conhecido seu envolvimento na manutenção do equilíbrio dinâmico da cromatina, 

influenciando na sua conformação estrutural, regulando a repressão e ativação da 

transcrição gênica e protegendo o DNA de agentes prejudiciais (Margeron et al., 2005; 

Cutter e Hayes et al., 2015; Mottamal, 2015). 

As modificações das histonas são o ponto-chave da regulação epigenética e 

um dos mecanismos mais importantes no desenvolvimento neoplásico, envolvendo 

processos como acetilação, metilação, fosforilação, ubiquitinação, sumoilação, 

desaminação, pripionilação e butirilação na porção caudal dessas proteínas (Howell 

et al., 2009; Kebede et al., 2015; Qin et al., 2019). Essas modificações promovem 

alterações da interação entre as histonas e o DNA, resultando em mudanças no grau 

de enovelamento da cromatina e, consequentemente, na expressão gênica (Moss e 

Wallrath, 2007), relacionando-se aos processos celulares de replicação, reparo e 

recombinação (Kouzarides, 2007). 

Os mecanismos de modificações das histonas são reversíveis e mediados pela 

atividade enzimática de histonas metiltransferases (HMT), histonas desmetilases 

(HDM), histonas acetiltransferases (HAT), histonas desacetilases (HDAC), enzimas 

que promovem a ubiquitinação (E1, E2 e E3) e desubiquinases (DUB), sendo que as 

modificações mais estudadas e relacionadas à fisiopatogenia neoplásica, são a 

metilação e acetilação (Chen e Dent, 2014; Elmallah e Micheau, 2019).  

As alterações que esses mecanismos exercem sobre a estrutura da cromatina 

influenciam diretamente na expressão gênica, uma vez que os genes se tornam 

inativos se a cromatina estiver condensada (heterocromatina), e podem ser expressos 

se a cromatina estiver descondensada (eucromatina), permitindo acessibilidade ao 

DNA pelos fatores de transcrição e recrutando proteínas específicas que reconhecem 

as modificações ocorridas nas histonas (Strahl e Allis, 2000; Rodenhiser e Mann, 

2006). 
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A acetilação das histonas é considerada um dos mecanismos epigenéticos 

mais bem compreendidos e ocorre de acordo com a atividade das enzimas histonas 

acetilases (HAT) e histonas desacetilases (HDAC) (Thiagalingam et al., 2003). Esse 

mecanismo interfere na função cromossômica por meio da alteração da carga 

eletrostática das histonas e modificando suas propriedades ligantes ao DNA 

(Costelloe et al., 2006) ou pela interferência (criação, estabilização, rompimento e 

oclusão) na interação entre a cromatina e proteínas regulatórias (fatores de 

transcrição, proteínas envolvidas na condensação da cromatina e reparo do DNA) 

(Feinberg e Tycko, 2004; Rosa e Caldas, 2005). Todas as histonas são modificadas 

in vivo, porém a acetilação ocorre, principalmente, em H3 e H4 (Wade et al., 1997) e 

é melhor caracterizada nos resíduos de lisina H3K9, H3K14, H4K5, H4K8, H4K12 e 

H4K16 (Struhl, 1998).  

A compreensão da relação entre alterações epigenéticas e a carcinogênese 

incentivou a realização de estudos (Jones e Baylin, 2007; Dworkin et al., 2009), visto 

que o desequilíbrio entre as atividades das HAT e HDAC na regulação transcricional, 

fornecem condições para o desenvolvimento tumoral (Ronzoni et al., 2005). Diante 

disso, o aumento na expressão de HDAC ou mutações nas HAT foram verificados em 

diferentes tipos tumorais, resultando na perda da acetilação das histonas (D´Alessio 

e Szyf, 2006; Wang et al., 2020). 

A translocação cromossômica envolvendo genes que codificam HAT ou HDAC 

é relacionada a diversas neoplasias hematopoiéticas (Liu et al., 2006; Haery et al., 

2015), já que que a expressão e funcionalidade de genes supressores tumorais e 

oncogenes como MYC, P53 e TRAIL, são sabidamente regulados pela acetilação das 

histonas (Elmallah e Micheau, 2019). Além disso, alterações epigenéticas que 

resultem na acetilação aberrante das histonas podem interagir e regular o 

microambiente tumoral, ativando um mecanismo de progressão tumoral no LDGCB 

(Pascual et al., 2019; Huang et al., 2021). 

As HAT promovem a adição de grupos acetis aos resíduos de lisina das 

histonas, neutralizando a carga positiva dessas proteínas e tornando-as acetiladas. 

Isso diminui a afinidade dessas proteínas pelo DNA e umas pelas outras, tornando a 

cromatina descondensada e ativa para a transcrição gênica. A acetilação das histonas 

H3 e H4 estão diretamente ligadas à transcrição gênica e é um sinal predominante 
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para a ativação da cromatina, proporcionando seu acesso à transcrição e sendo 

histonas altamente expressas (Grunstein, 1997; Webber, 2015).  

Em pacientes humanos, já foram identificadas mutações em genes que 

codificam HAT, como CBP e P300, em casos de linfoma folicular, leucemias e LDGCB 

(Morin et al., 2011; Pasqualucci et al., 2011; Green et al., 2015). Essas mutações e a 

desregulação da atividade enzimática podem promover a ativação do gene MEF2B, 

que por sua vez ativa a transcrição do oncogene BCL-6 e estimula a proliferação 

neoplásica (Ying et al., 2012). 

As HDAC promovem a remoção dos grupos acetis, aumentando a ligação entre 

as histonas e o DNA, tornando a cromatina condensada e diminuindo a acessibilidade 

pelos fatores de transcrição, o que resulta no bloqueio da expressão gênica 

(Bhattacharya et al., 1999; Ausió et al., 2003). A atividade equilibrada desses dois 

grupos enzimáticos, balanceando a acetilação e desacetilação das histonas permite o 

controle da proliferação celular (D´Alessio e Szyf, 2006). Além disso, as HDAC podem 

promover a desacetilação de proteínas não-histonas, como fatores e repressores de 

transcrição, genes supressores tumorais e oncogenes (Faiola et al., 2005; 

Eckschlager et al., 2017).  

Em humanos, as HDAC são classificadas de acordo com sua homologia, 

localização celular e atividade enzimática em classe I (HDAC 1, 2, 3 e 8), localizadas 

no núcleo celular; classe IIa (HDAC 4, 5, 7 e 9), localizadas no núcleo e citoplasma; 

classe IIb (HDAC 6 e 10), localizadas no citoplasma; classe III (SIRT1-7) e classe IV 

(HDAC 11). As classes I, II e IV são chamadas enzimas zinco-dependentes e a classe 

III é NAD+ - dependente e cada HDAC exerce funções biológicas distintas (Yamamoto 

et al, 2007; Beumer e Tawbi, 2010). 

As enzimas pertencentes à classe I são expressas em diferentes tecidos e 

exercem papel fundamental nos mecanismos epigenéticos (Weichert et al., 2008), 

sendo que algumas HDAC podem estar fortemente expressas em neoplasias sólidas 

e hematológicas, inclusive linfomas de células B (Gunes et al., 2007; Lee et al., 2014, 

Morel et al., 2020), já que as HDAC de classe I são altamente expressas nas células 

linfóides e sugere-se sua predominante participação no desenvolvimento do linfoma 

(Gloghini et al., 2009). 
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A condensação da cromatina mediada pelas HDAC, pode resultar no 

silenciamento de genes supressores tumorais e inibidores do ciclo e diferenciação 

celulares, estimulando a tumorigênese por meio de fatores responsáveis pela 

angiogênese, invasão, adesão e progressão tumorais (Chevallier et al., 2004; Chang 

et al., 2009; Uehara et al., 2012; Chen et al., 2019; Elmallah e Micheau, 2019).  

A redução global da acetilação das histonas aparenta correlação com a 

proliferação e sobrevivência de linfócitos B e T, já que a hiperacetilação induz a parada 

do crescimento tumoral e morte das células, nas neoplasias originadas por esses dois 

tipos celulares (Haery et al., 2015). 

A desacetilação das histonas e indução da condensação da cromatina também 

influenciam na redução da expressão de MHC I e II, no linfoma de células B (Cycon 

et al., 2013; Grunewald et al., 2018), diminuindo o reconhecimento das células 

neoplásicas pelo sistema imune, durante o desenvolvimento do linfoma (Xu-Monette 

et al., 2018). 

Em casos humanos de linfoma de células B, o oncogene BCL-6 codifica um 

fator de repressão de transcrição e requer a atividade de HDAC para estas 

propriedades oncogênicas. Porém, esse oncogene é inativado pela acetilação, 

impedindo a repressão transcricional e a transformação celular (Bereshchenko et al., 

2002). Sendo assim, a acetilação e desacetilação desreguladas das histonas 

influenciam na modulação do padrão de expressão gênica, em resposta ao ambiente, 

interferindo na diferenciação de células B (Da Costa et al., 2020) e contribuindo com 

o desenvolvimento do linfoma (Sermer et al., 2019). 

A HDAC1 atua na regulação da proliferação celular (Park et al.,  2004) e é 

expressa na maioria dos tipos celulares, inclusive células neoplásicas (De Ruijter et 

al., 2003), ocorrendo maior expressão de HDAC de classe I em neoplasias malignas 

em estágios avançados e de alto grau, o que impacta no prognóstico dos pacientes 

(Weichert, 2009). 

HDAC1 e HDAC2 são reguladoras de genes com importante influência nos 

tumores hematopoiéticos (Haery et al., 2015), como repressão de proteínas 

relacionadas à supressão tumoral e regulação do ciclo celular, como P53, P21, P27 e 

P57 (Juan et al., 2000; Zupkovitz et al., 2010), interferência na expressão de genes 

relacionados à apoptose, como BAX e BCL-2 (Jung et al., 2012), do oncogene MYC, 
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envolvido na proliferação neoplásica de linfócitos B (Pillonel et al., 2016) e fatores 

angiogênicos, como HIF1-α e VEGF (Pluemsampant et al., 2008; Ray et al., 2013).  

Marquard et al. (2009) identificaram maior expressão de HDAC1, HDAC2 e 

HDAC6 em casos humanos de LDGCB e linfoma de células T periférico, em 

comparação com linfonodos normais, sendo que HDAC2 e HDAC6 estariam 

associadas ao pior prognóstico do LDGCB e linfoma T periférico, respectivamente. 

Além disso, outros autores relatam que a expressão de HDAC6 é frequentemente 

alterada em linhagens de células linfóides (Gloghini et al., 2009).   

No LDGCB, em humanos, HDAC6 parece ter importância como fator 

oncogênico e de pior prognóstico, via ativação do oncogene MET (Liu et al., 2018), 

enquanto há relato controverso da associação da HDAC6 como um marcador de 

melhor prognóstico no LDGCB (Marquard et al., 2009), assim como em tumores de 

mama, em mulheres (Zhang et al., 2004). Portanto, a função de HDAC6 no 

desenvolvimento e progressão do linfoma ainda é pouco definido e mais estudos são 

necessários (Liu et al., 2018). 

As HDAC contribuem para a patogênese das neoplasias malignas, não apenas 

pela sua expressão aumentada (Caslini et al., 2019), mas também por distúrbios na 

atividade enzimática (Huang et al., 2021), podendo ser recrutadas de forma anormal 

por proteínas oncogênicas para desacetilar genes alvos. O resultado é a desregulação 

da transcrição gênica e estímulo da carcinogênese (Seidel et al., 2012; Neganova et 

al., 2020). 

Na espécie canina, alguns estudos do nosso grupo de pesquisa demonstram 

alterações na expressão de HDAC e acetilação de histonas, em diferentes tipos 

neoplásicos. Em cães com linfoma cutâneo epiteliotrófico de células T, a expressão 

de HDAC1, HDAC2 e HDAC6 foi maior no tecido tumoral, em comparação a amostras 

de pele normal (Matiz, 2019). Já em carcinomas mamários, houve menor expressão 

de HDAC1 e HDAC2, sendo que HDAC1 foi correlacionada com fatores prognósticos 

positivos, como ausência de metástases em linfonodos e baixo índice mitótico. Por 

outro lado, tumores de mama, em cadelas, mostraram menor acetilação de H3 e maior 

expressão de HDAC6, sendo que, nas amostras com baixa expressão dessa enzima 

ocorreu correlação com baixa expressão de Ki67 e tumores menores (Senhorello, 

2020).  
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Ainda em cães, foi demonstrada maior expressão de HDAC1, em amostras de 

sarcomas de tecidos moles, além de baixa expressão de HDAC2 e HDAC6, e maior 

acetilação de H3 e H4 (Sena, 2019). Já a desacetilação das histonas foi relatada em 

carcinoma urotelial, em cães, e relacionada ao pior prognóstico da doença nos 

animais (Eto et al, 2019). 

A acetilação das histonas é descrita como um importante mecanismo 

regulatório, controlando a transcrição em torno de 2% a 15% dos genes (Van Lint et 

al., 1996; Peart et al., 2005) e modificações nesse mecanismo são importantes 

eventos carcinogênicos no LDGCB (Huang et al., 2021). Estudos mostraram que a 

hiperacetilação das histonas está diretamente relacionada à ativação da oncogênese 

e que a hiperacetilação de H4 participa do desenvolvimento do linfoma, em humanos. 

Por outro lado, a hipoacetilação ou desacetilação promovem a repressão e 

silenciamento gênicos, inclusive de genes supressores tumorais (Turner, 2000; 

Kisseberth, 2008; Marquard et al., 2008). Diante disso, as modificações epigenéticas 

na patogênese do câncer, contribuem para a progressão da doença e são potenciais 

alvos de estudos para intervenção terapêutica (Conley et al., 2006; Hassler et al., 

2013, Zhao et al., 2014). 

 

1.3 Terapias epigenéticas 

 

O tratamento convencional dos casos de LDGCB, no homem e no cão, baseia-

se em protocolos quimioterápicos que podem, algumas vezes, apresentar eficácia 

limitada e de alta toxicidade, resultando em baixa sobrevida e alta taxa de recidiva da 

doença, o que aumenta o interesse na busca por novas opções terapêuticas (Kong et 

al., 2015; Vail et al., 2019). 

As alterações epigenéticas podem ser reversíveis, principalmente por 

envolverem processos enzimáticos, diferentemente dos danos genéticos, como as 

mutações, que são permanentes (Pfister e Ashworth, 2017). Sendo assim, os 

fármacos direcionados à modulação epigenética, como inibidores das DNMT e HDAC 

se tornaram potenciais e inovadores alvos terapêuticos contra o câncer (Dawson e 

Kouzarides, 2012; Ilango et al., 2020).  
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Considerando que a desregulação da enzimas HAT e/ou HDAC está associada 

à etiologia do câncer, muitos estudos têm sido conduzidos com o objetivo de 

desenvolver inibidores de HDAC (iHDAC) (Elmallah e Micheau, 2019). Estes 

inibidores são uma classe farmacológica promissora no tratamento oncológico 

(Kisseberth et al., 2008; Buurman et al., 2012; Khan e La Tangue, 2012), não atuando 

em tecidos normais (Mai et al., 2005) e induzindo a expressão de genes associados à 

inibição do crescimento celular e angiogênese, indução da diferenciação celular ou 

apoptose de células tumorais (Lin et al., 2006; Gibbs, 2007; Gammoh et al., 2012; 

Guerriero et al., 2017). Mas para isso, deve ser considerada a identificação de 

marcadores preditivos para os iHDAC (Stimson e Tangue, 2009). 

Os iHDAC podem ser categorizados em pan-inibidores, ou seja, que atuam em 

diversas classes de enzimas, ou em inibidores seletivos (Eckschlager et al., 2017). Os 

inibidores não seletivos podem ocasionar maior toxicidade e efeitos adversos para os 

pacientes, sendo relatada frequente ocorrência de trombocitopenia, cansaço, 

anorexia, vômitos e diarreia (Munster et al., 2009; Gryder et al., 2012; Liao et al., 

2020), efeitos provavelmente relacionados à maior capacidade desses fármacos de 

também alterarem a função de proteínas não-histonas (Ribeiro et al., 2019). 

Existem fármacos inibidores de HDAC aprovados pela US Food and Drug 

Administration (FDA) para uso em humanos, sendo eles vorinostat (2006), belinostat 

(2014) e panobinostat (2015), considerados pan-inibidores, e romidepsina (2009), um 

inibidor seletivo para a classe I de HDAC (Lobera et al., 2013; Stahl et al., 2016). 

Porém, diversos outros inibidores estão em estudo e desenvolvimento (Cho et al., 

2018; Elmallah e Micheau, 2019; Da Costa et al., 2020). 

Clinicamente, as neoplasias hematopoiéticas apresentam maior sensibilidade 

aos iHDAC, em comparação aos tumores sólidos (Marks et al., 2010; Ageberg et al., 

2013; Ceccacci e Minucci, 2016; Ilango et al., 2020). Algumas hipóteses podem 

justificar essa diferença, como o fato desses inibidores interferirem em vias de 

sinalização mais alteradas em doenças hematológicas, como JAK/STAT (West e 

Johnstone, 2014) e alcançarem concentrações terapêuticas mais efetivas para 

neoplasias hematopoiéticas, já que sua permeabilidade tecidual é baixa, o que retarda 

os efeitos nos tumores sólidos (McClure et al., 2018). 
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Vorinostat (SAHA) foi o primeiro iHDAC aprovado, em 2006, para o tratamento 

de casos progressivos, refratários e recidivantes de linfoma cutâneo de células T, com 

capacidade de inibir as enzimas pertencentes às classes I, II e IV, mesmo tipo 

neoplásico sensível à romidepsina, porém, por inibição de HDAC1, HDAC2 e HDAC4. 

Romidepsina e belinostat (inibidor das classes I, II e IV) foram aprovados para o 

tratamento do linfoma T periférico. E o panobinostat foi aprovado, mais recentemente, 

para o tratamento do mieloma múltiplo, também inibindo HDAC de classe I, II e IV (Li 

et al., 2016; Li et al., 2020). 

Além disso, já foi demonstrado o potencial terapêutico dos iHDAC em pacientes 

humanos com síndromes mielodisplásicas, leucemias, linfoma de células do manto, 

linfoma Hodgkin e LDGCB (Lindemann et al., 2004; Marks e Jiang, 2005; Zain, 2012; 

Ribrag et al., 2017; Ribeiro et al., 2019; Wang et al., 2020).  

Apesar do vorinostat, belinostat e panobinostat já terem sido avaliados para o 

tratamento do LDGCB, esses inibidores apresentaram atividade antitumoral limitada 

e toxicidade variável nos estudos clínicos em humanos, motivando a descoberta de 

novos iHDAC  (Wang et al., 2020). 

No LDGCB, os iHDAC podem induzir a expressão de MHC I e II (Deng et al., 

2019; Cycon et al., 2013), classes de moléculas com atividade desregulada durante o 

processo de carcinogênese nos linfomas B e responsável pela redução da 

imunogenicidade do tumor, causando resistência à imunoterapia e levando ao pior 

prognóstico da doença, em pacientes humanos (Garrido et al., 2016). 

Os iHDAC aprovados pela FDA foram inicialmente indicados como 

monoterapia, porém existem limitações no seu uso isolado, e a associação com outros 

fármacos, como quimioterápicos e imunoterápicos, aumentam seu potencial 

terapêutico antineoplásico e podem prevenir recidivas (Prince e Prince, 2009; 

Mohammad et al., 2019; Amengual, 2020; Xavier et al., 2020; Wang et al., 2020), o 

que pode representar o futuro das terapias epigenéticas (Ribeiro et al., 2019), 

reduzindo as doses e toxicidades farmacológicas (Haery et al., 2015). 

Em cultivos celulares de osteosarcoma humano, o ácido valpróico (iHDAC) 

aumentou a sensibilidade das células neoplásicas à doxorrubicina e o potencial de 

indução da apoptose, in vitro e em modelos experimentais (xenotransplante) 

(Wittenburg  et al., 2011). Também em cultivos celulares de LDGCB, a utilização de 
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ácido valpróico em associação com o protocolo quimioterápico CHOP (vincristina, 

ciclofosfamida, doxorrubicina e prednisona) e a imunoterapia, aumentou a indução da 

apoptose das células neoplásicas (Ageberg et al., 2013). Paralelamente, em outro 

estudo clínico com pacientes humanos, essa combinação terapêutica mostrou 

segurança e tolerância clínicas, e aumentou o tempo de sobrevida (Drott et al., 2018). 

Estudos utilizando iHDAC em terapias combinadas com outros agentes 

farmacológicos foram realizados no linfoma não-Hodgkin (Oki et al., 2013; Stathis et 

al., 2015), sendo que, em alguns subtipos como LDGCB, linfoma de células do manto, 

linfoma de células T e também casos de linfoma Hodgkin, os iHDAC demonstraram 

potencial de ressensibilização das células tumorais já resistentes à quimioterapia; um 

dos mecanismos envolvidos está relacionado ao aumento da expressão de P21, com 

atividade supressora tumoral (Piekarz et al., 2004). 

Como os iHDAC têm potencial de aumentar a imunogenicidade do tumor, sua 

combinação com a imunoterapia também tem se mostrado promissora no tratamento 

do câncer (Park et al., 2015; Wang et al., 2020). Em humanos, essa associação no 

tratamento de linfomas B utilizando imunoterapia com o Rituximab®, um anticorpo 

monoclonal (mAb) anti-CD20. No entanto, diversos mecanismos podem resultar na 

resistência das células neoplásicas a essa modalidade terapêutica, fato que pode 

piorar o prognóstico dos pacientes (Garrido et al., 2016). Outras pesquisas mostraram 

que os iHDAC tricostatina A, ácido valpróico, romidepsina, vorinostat e entinostat 

podem aumentar a expressão de CD20 nos linfócitos B neoplásicos, atuando de forma 

sinérgica com o Rituximab®, reduzindo a progressão tumoral (Zhao et al., 2007; 

Damm et al., 2015) e aumentando a taxa de sobrevida dos pacientes (Frys et al., 

2015). 

O tratamento de cães com linfoma de alto grau, como o LDGCB, baseia-se na 

combinação de diversos agentes quimioterápicos, sendo que o CHOP representa um 

dos protocolos com maior sucesso terapêutico, conferindo a remissão completa da 

doença em até 95% dos pacientes. No entanto, é comum que a maioria dos animais 

apresentem recidiva da doença entre 6 e 9 meses e tempo médio de sobrevida de 12 

meses, com o tratamento (Childress et al., 2016. Vail et al., 2019). Adicionalmente, a 

associação de radioterapia ou imunoterapia não aumenta significativamente a 

sobrevida dos cães com LDGCB (Lurie et al., 2009; Marconato et al., 2015). Portanto, 
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novas perspectivas terapêuticas são necessárias com a finalidade de se buscar uma 

abordagem do paciente oncológico, conseguindo obter um melhor prognóstico para 

cães com linfoma, principalmente na recidiva da doença (Parachini-Winter et al., 2020; 

Sloan et al., 2021). 

Na medicina veterinária, estudos relacionados às alterações e terapias 

epigenéticas na oncologia ainda são restritos e não há iHDAC ou outros tipos de 

drogas epigenéticas utilizados na rotina do tratamento do câncer nessa espécie 

(Xavier et al., 2020). Matiz (2019) identificou que, além da alta expressão de HDAC 

no linfoma cutâneo epiteliotrófico de células T, em cães, a maior acetilação de H3 foi 

correlacionada com maior tempo de sobrevida dos pacientes. Estes achados sugerem 

que os cães com esse tipo de neoplasia poderiam ser beneficiados pelo uso de iHDAC 

e deve motivar a continuidade das investigações. 

Pesquisadores mostram a eficácia dos iHDAC em outras neoplasias caninas, 

sendo uma classe farmacológica com diversos efeitos antitumorais, como indução da 

apoptose via ativação das caspases 3 e 7, acetilação da α-tubulina (componente 

mitótico) e ativação de genes supressores tumorais (Wittenburg et al., 2011; Murahari 

et al., 2017; Dias et al., 2018; Eto et al., 2019). Porém, mesmo com as evidências de 

alterações epigenéticas no linfoma canino (Sato et al., 2018) e influência das terapias 

epigenéticas na imunidade, resposta ao estresse oxidativo, transcrição gênica, 

apoptose, transporte de proteínas e maturação celular, mais estudos clínicos 

envolvendo um maior número de pacientes com o mesmo tipo neoplásico, são 

necessários para concluir a efetividade do uso das terapias epigenéticas em cães 

(Parachini-Winter et al., 2020).  

O vorinostat, empregado em cultivos celulares de osteossarcoma canino, 

induziu a apoptose (Murahari et al., 2017); além de inibir o crescimento e ciclo 

celulares, no carcinoma urotelial em cães, por meio da indução da acetilação de H3 

nas células neoplásicas (Eto et al., 2019). Também foi avaliada a eficácia de diferentes 

iHDAC em linhagens de células neoplásicas caninas, sendo que o linfoma T e 

mastocitoma exibiram alta sensibilidade aos fármacos testados (Kisseberth et al., 

2008). 

Em cultivo celular de linfoma de células B canino (CLBL-1), um painel de iHDAC 

foram testados e exibiram efeitos inibitórios na proliferação das células neoplásicas, 
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tanto in vitro quanto em modelos experimentais (xenotransplante), sendo o 

panobinostat o fármaco com efeito antiproliferativo e citotóxico mais promissor, 

induzindo a acetilação de H3 e atividade das caspases 3 e 7, ocasionando a apoptose 

das células neoplásicas (Carew et al., 2008; Dias et al., 2018). 

Wittenburg et al. (2011) avaliaram os efeitos da combinação de ácido valpróico 

e doxorrubicina na sensibilidade de células de osteossarcoma canino. Os 

pesquisadores verificaram, in vitro, que o iHDAC aumentou o acúmulo do 

quimioterápico no núcleo das células neoplásicas, provavelmente em decorrência da 

hiperacetilação das histonas e descondensação da cromatina. Na avaliação in vivo, 

em modelos experimentais submetidos ao xenotransplante, também foi vista maior 

redução tumoral, quando houve associação dos fármacos. 

Foram avaliados os efeitos farmacocinético e farmacodinâmico da combinação 

do ácido valpróico com a doxorrubicina em cães diagnosticados com diferentes 

neoplasias (linfoma, melanoma, carcinoma pulmonar, carcinoma renal, 

osteossarcoma, adenocarcinoma de glândula apócrina e sarcoma de tecidos moles), 

sendo que as respostas terapêuticas foram variáveis. Apesar do número reduzido de 

animais incluídos no estudo, os pesquisadores sugerem que a associação das drogas 

é segura e pode ser considerada sua utilização em cães (Wittenburg et al., 2010). 

Na espécie canina, ainda é escasso o conhecimento sobre a expressão das 

HDAC e acetilação das histonas, tanto no LDGCB como em outros tipos tumorais. A 

identificação de alterações epigenéticas é um importante passo na elucidação da 

patogênese do linfoma multicêntrico, considerada uma das neoplasias mais comuns 

na rotina clínica veterinária, visando melhorar o diagnóstico e estimulando o 

desenvolvimento de terapias-alvo específicas, fatores associados que podem 

melhorar o prognóstico dos pacientes. 
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RESUMO  

Mecanismos epigenéticos envolvendo as modificações das histonas são relacionados 

à patogênese do linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) humano, e estão 

associados à evolução da doença, a ponto de influenciar no prognóstico desta e 

tornarem-se alvos terapêuticos, porém são pouco compreendidos em cães com a 

doença, mesmo sendo este um subtipo tumoral muito comum nessa espécie. Com 

este propósito, o estudo em tela avaliou a acetilação das histonas H3 e H4 e enzimas 

histonas desacetilases HDAC1, HDAC2 e HDAC6 em amostras de linfonodos de cães 

com LDGCB (GL; n=20), comparando com linfonodos da mesma espécie, sem 

alterações patológicas (GC; n=5). A expressão imuno-histoquímica das histonas e 

enzimas foi validada pelo Western blot. A expressão de H3, H4, HDAC1, HDAC2 e 

 
1 Este capítulo corresponde ao artigo científico submetido à revista Scientific Reports e encontra-se em 
avaliação para publicação. 
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HDAC6 e variáveis clínico-patológicas dos pacientes com linfoma foram 

correlacionadas entre si e com o prognóstico dos cães. Os resultados mostraram que 

HDAC2 está mais expressa no linfoma. As histonas acetiladas e enzimas histonas 

desacetilases não apresentaram correlação com a expressão de Ki67, tempo livre de 

doença (TLD), tempo de sobrevida (TS), estágio e subestágio da doença. Porém, o 

alto índice mitótico foi correlacionado à menor sobrevida dos cães e menor expressão 

de HDAC6, e a presença de sinais clínicos no estadiamento da doença (subestágio b) 

indicou menores TLD e TS. O estudo em tela também aponta que a maior expressão 

de HDAC2 parece estar associada a um pior prognóstico para cães com LDGCB e 

futuras investigações são necessárias para corroborar nossos resultados. 

 

Introdução 

A carcinogênese é um processo resultante de danos genéticos, diretamente 

relacionados ao DNA, ao passo que as alterações epigenéticas [1,2], promovem o 

controle da expressão gênica e a regulação da transcrição, por meio de modificações 

químicas no DNA e na cromatina, porém sem alterar a sequência genética. Como 

resultado haverá alterações fenotípicas que são herdáveis durante a mitose e meiose 

celulares e podem sofrer influência ambiental [3-5]. 

O desenvolvimento celular depende da atuação equilibrada dos mecanismos 

epigenéticos, uma vez que a regulação transcricional interfere na regulação do 

crescimento e diferenciação celulares. Portanto, alterações na expressão gênica 

podem promover a inativação de genes supressores tumorais, desregulação do ciclo 

celular, inibição da apoptose, indução da proliferação celular descontrolada e ativação 

de oncogenes, estimulando assim, a tumorigênese [6,7]. 

Os principais mecanismos epigenéticos envolvidos na regulação da transcrição e 

adequada expressão gênica são as modificações das histonas, metilação do DNA e 

os microRNAs (miR) [8,9]. Histonas são proteínas que atuam como uma matriz na 

qual o DNA se enrola, formando o nucleossomo. Essas proteínas possuem caudas, 

agrupamentos amino-terminais (N-terminal) contendo diversos resíduos de 

aminoácidos, sujeitos a modificações pós-transducionais [10,11], constituindo um 

ponto-chave na regulação epigenética e na fisiopatogenia de muitas neoplasias 

[12,13]. 



31 
 

. 

Dentre os mecanismos de modificações das histonas, a acetilação é um dos 

processos epigenéticos mais estudados [14] e ocorre de acordo com a atividade das 

enzimas histonas acetilases (HAT) e histonas desacetilases (HDAC), as quais 

adicionam e removem grupos acetil às caudas N-terminais (principalmente lisinas), 

respectivamente [15,16]. A atividade equilibrada desses dois grupos enzimáticos 

influencia na interação entre as histonas e o DNA, resultando em mudanças no grau 

de enovelamento da cromatina e, consequentemente, na expressão gênica, 

permitindo o controle da proliferação celular [17,18]. 

As HDAC tornam a cromatina condensada, diminuindo a acessibilidade aos fatores 

de transcrição e resultando no bloqueio da expressão gênica [19,20]. Desta forma, 

algumas enzimas podem ser expressas de forma aberrante em diversas neoplasias, 

promovendo o silenciamento de genes inibidores do ciclo e diferenciação celulares e 

estimulando a tumorigênese por meio de fatores responsáveis pela angiogênese, 

invasão, adesão e progressão tumorais [21-23]. Em humanos, alterações na 

acetilação das histonas H3 e H4, e expressão anormal das enzimas HDAC1, HDAC2 

e HDAC6 parecem exercer papel importante na desregulação epigenética [24-28]. 

Destarte, as modificações epigenéticas na patogênese do câncer, contribuem para a 

progressão da doença e são potenciais alvos de estudos para intervenção terapêutica, 

já que os mecanismos enzimáticos são reversíveis [1,29,30]. 

Em humanos, alterações nos mecanismos epigenéticos de modificações das 

histonas são relatados em diferentes neoplasias hematopoiéticas, incluindo no 

LDGCB [31-36]. Estudos mostram que o grau de acetilação das histonas está 

diretamente relacionado ao silenciamento de genes supressores tumorais, ativação 

da oncogênese e desenvolvimento do linfoma [7,26,37]. Todavia, esses mecanismos 

ainda são pouco elucidados na medicina veterinária [38,40]. 

O linfoma é uma das neoplasias de maior frequência em cães, sendo que a forma 

multicêntrica chega a ocorrer em 80% dos casos e o subtipo LDGCB é a forma mais 

comum [41-43]. No entanto, a acetilação das histonas e expressão de HDAC ainda é 

pouco estudada no linfoma canino e a identificação de possíveis alterações 

epigenéticas é um importante passo para a elucidação da patogênese tumoral, como 

também para o futuro desenvolvimento de terapias-alvo que poderiam interferir no 

prognóstico.  
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O objetivo desse estudo foi avaliar a acetilação das histonas H3 e H4 e a expressão 

das enzimas histonas desacetilases HDAC1, HDAC2 e HDAC6 em linfonodos de cães 

com linfoma multicêntrico. A seguir, os resultados obtidos e os dados clínico-

patológicos foram correlacionados entre si e com o prognóstico dos pacientes com 

linfoma. 

 

Resultados 

Caracterização dos animais. O grupo de cães com LDGCB (GL) foi constituído por 

fêmeas (13/20; 65%) e machos (7/20; 35%) com idade média de 8.8 anos, sendo 

Rottweiler (4/20; 20%) a raça mais prevalente. A avaliação clínica e estadiamento 

tumoral revelaram que os cães se encontravam em  estágio III (4/20; 20%) ou IV 

(16/20; 80%) da doença, indicando o acometimento generalizado dos linfonodos sem 

e com envolvimento hepático e/ou esplênico, respectivamente. A maioria dos animais 

não apresentavam sinais clínicos sistêmicos quando foram atendidos (12/20; 60%). 

Os fatores clínicos e de proliferação celular do grupo linfoma (GL) estão descritas na 

Tabela 1. 

 

Perfil epigenético no LDGCB em cães. As proteínas histonas e enzimas histonas 

desacetilases foram identificadas em amostras de linfonodos de cães por meio da 

marcação imuno-histoquímica. Esse foi o primeiro estudo que validou as proteínas H3 

e H4 acetiladas em tecido linfóide de cão, enquanto as enzimas HDAC1, HDAC2 e 

HDAC6 foram revalidadas nessa espécie, pela técnica de Western blot (WB) (Figura 

1).  

Na imuno-histoquímica, o padrão de marcação no tecido linfóide canino foi 

comparado e apresentou semelhanças aos controles positivos, representados por 

amostras de linfonodos normais de cães, de forma que H3K9Ac, H4K12Ac, HDAC1 e 

HDAC2 apresentaram marcação predominantemente nuclear e HDAC6, marcação 

predominantemente citoplasmática (Figura 2). Vale ressaltar que a histona H4 

acetilada e as enzimas HDAC1, HDAC2 e HDAC6 foram expressas em 100% das 

amostras, enquanto H3 acetilada foi expressa em 95% das amostras do GL. Dessa 

forma, a similaridade de imunomarcação dos anticorpos avaliados entre os tecidos, 

confirmou a sua expressão em linfócitos neoplásicos de cães. 
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A análise univariada (teste de Wilcoxon) dos escores de marcação de cada 

anticorpo entre os grupos GC (n=5) e GL (n=20) revelou aumento significativo na 

expressão de HDAC2 (P=0,031) nas amostras de LDGCB, em comparação com as 

amostras do grupo controle (Tabela 2). As demais marcações das histonas acetiladas 

H3, H4 e enzimas histonas desacetilases HDAC1 e HDAC6 não diferiram entre os 

grupos.  

À análise multivariada de componentes principais e fatores, relacionada ao 

comportamento das histonas e HDAC, foram determinados três processos 

independentes. O primeiro relaciona as histonas acetiladas H3K9 e H4K12, ambas 

correlacionadas positivamente (F1), ou seja, apresentam tendência semelhante de 

comportamento no LDGCB canino, sendo que com a maior ou menor expressão de 

uma, a outra também é mais ou menos expressa, respectivamente. O segundo 

processo correlaciona as enzimas HDAC1 e HDAC6 de forma oposta (F2), ou seja, a 

tendência de maior expressão de uma enzima reflete menor expressão da outra. Por 

último, a enzima HDAC2 mantém um comportamento individual e 

independente da expressão das outras proteínas (F3) (Figura 3).  

 

Correlação da avaliação epigenética e variáveis clínico-patológicas com o 

prognóstico. A expressão das histonas acetiladas H3, H4 e enzimas histonas 

desacetilases HDAC1, HDAC2 e HDAC6, no LDGCB, foram categorizadas em alta e 

baixa expressão, de acordo com o valor da mediana de cada variável, e relacionadas 

ao tempo livre de doença (TLD) e tempo de sobrevida (TS) dos animais do grupo 

linfoma (GL). A análise multivariada determinou que as variáveis epigenéticas 

(histonas e HDAC) não se correlacionaram com o TLD e TS dos cães. As curvas de 

sobrevida estão apresentadas na Figura 4. 

As avaliações referentes à proliferação celular no tecido neoplásico também foram 

correlacionadas com os fatores epigenéticos e o prognóstico dos animais do GL. A 

expressão de Ki67, proteína expressa em todas as fases do ciclo celular, exceto G0, 

foi categorizada em alta (>35%) ou baixa (<35%), de acordo com a mediana, e não 

apresentou diferença significativa em relação ao TLD (P=0,263) e TS (P=0,609) dos 

animais doentes (Figura 5), nem foi correlacionado à expressão das histonas 

acetiladas e enzimas HDAC. O índice mitótico, também categorizado em alto (>26) e 
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baixo (<26), apresentou diferença significativa (P=0,037) em relação ao TS dos 

animais (Figura 6), sendo o tempo médio de 15 e 52 semanas, respectivamente. Na 

análise do teste de qui-quadrado de Pearson foi observada regressão linear inversa 

entre alto índice mitótico (>26) e expressão de HDAC6, ou seja, animais com maior 

IM exibiram menor expressão de HDAC6 (Figura 6).  

As variáveis clínicas não apresentaram correlação com os fatores epigenéticos. Os 

estágios da doença (III e IV) também não se correlacionaram com o prognóstico dos 

animais com linfoma, porém o subestágio clínico diferiu significativamente (P=0,033) 

em relação ao TLD e TS dos cães doentes (Figura 7), de forma que os animais sem 

sinais clínicos, no momento do diagnóstico, apresentaram maior tempo de remissão 

da doença e sobreviveram por maior tempo. 

Os dados das variáveis epigenéticas e clínico-patológicas e sua correlação com a 

média de TLD e TS, de acordo com a categoria dos animais, estão apresentados na 

Tabela 3. 

 

Discussão 

Um dos objetivos envolvidos em estudos sobre modificações nas histonas é a 

possibilidade de encontrar biomarcadores diagnóstico e prognóstico, além de alvos 

terapêuticos [44,45], o que contribuiria para o tratamento de muitos tipos de 

neoplasias. Diversos estudos envolvendo a identificação das modificações das 

histonas no câncer já foram realizados em humanos, incluindo neoplasias 

hematopoiéticas [32,36], gastrintestinais [46,47], hepatobiliares [48], mamárias [49] e 

ósseas [50]. As similaridades epigenéticas existentes entre o homem e a espécie 

canina estimulam investigar possíveis modificações de histonas na oncologia 

veterinária [51]. Com vistas a isso, nosso grupo de pesquisa tem se empenhado em 

avaliar as modificações de histonas no carcinoma mamário [52], linfoma cutâneo de 

células T [53] e no estudo em tela. Estudos similares foram desenvolvidos no 

carcinoma mamário [54], sarcoma de tecidos moles [55] e carcinoma urotelial [56]. 

Outros estudos em cães demonstraram hiperacetilação de H4 [53-55] e 

hipoacetilação de H3 [52,53,56] na maioria das neoplasias já avaliadas. Com relação 

às enzimas histonas desacetilases, HDAC2 apresentou menor expressão nos 

carcinomas mamários [52], enquanto HDAC1, HDAC2 e HDAC6 está mais expressa 
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nos sarcomas de tecidos moles [55], linfoma cutâneo de células T [53] e tumores de 

mama [52], respectivamente.  

Adicionalmente, alterações epigenéticas envolvendo a acetilação das histonas 

foram incriminadas como fatores importantes na compreensão da patogênese dos 

linfomas B, em humanos [36,57], fato que motivou o desenvolvimento desse estudo; 

o primeiro que investigou alterações relacionadas à acetilação das histonas e enzimas 

histonas desacetilases no LDGCB, em cães. Por se tratar de uma das neoplasias mais 

frequentes na espécie canina, acreditamos na importância de buscar o melhor 

entendimento do processo patológico envolvido e a possibilidade de comparar a 

expressão das histonas e enzimas HDAC no LDGCB com linfonodos caninos normais, 

relacionando os aspectos epigenéticos e variáveis clínico-patológicas com o 

prognóstico dos pacientes, nos pareceu ainda mais importante. 

Na caracterização epidemiológica do estudo em tela foi observado que a idade 

média dos animais foi de 8.8 anos e Rottweiler foi a raça com maior prevalência, 

seguida dos animais sem raça definida (SRD), Schnauzer, Pitbull, Labrador e Poodle, 

sendo a maioria fêmeas. Esses resultados, comparados com os da literatura, são 

parcialmente condizentes, pois embora os linfomas possam afetar cães de qualquer 

idade, a maior frequência oscila entre 6 e 9 anos. Entretanto, há variação entre as 

raças e gênero mais predispostos, sendo nos EUA e Europa o Boxer, Mastiff, Basset 

Hound, São Bernardo, Pitbull, Rottweiler, Scottish Terrier e Bulldog, sem aparente 

predileção sexual [43,58]. Essas variações podem ser entendidas pelo número de 

animais avaliados e as próprias diferenças entre os países e cidades onde os estudos 

foram desenvolvidos. 

Alguns fatores clínicos podem interferir no prognóstico de cães com a apresentação 

nodal do linfoma, como estágio e subestágio da doença [59]. A correlação dessas 

variáveis mostrou que animais em subestágio b apresentaram TLD e TS 

consideravelmente menores, mostrando que a manifestação de sinais clínicos 

sistêmicos interfere na sobrevivência dos animais. Esses resultados são conhecidos 

e concordantes com o observado por Marconato et al. (2015) [60], mesmo sob 

tratamento quimioterápico. 

A correlação entre a expressão de Ki67 e o prognóstico de cães com linfoma ainda 

é discutida [43]. Kiupel et al. (1999) [61] concluíram que a expressão de Ki67 não é 
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fator prognóstico para cães com linfoma multicêntrico de alto grau, corroborando 

nossos resultados, em que alta (>35%) ou baixa (<35%) expressão de Ki67 não 

influenciou no TLD e TS dos animais. Além disso, não houve correlação entre a 

expressão de Ki67 e as histonas acetiladas e enzimas HDAC, no tecido neoplásico. 

No entanto, outro estudo demonstrou relação entre a expressão de Ki67 e menor 

tempo de sobrevida em cães com LDGCB [62], porém, os autores realizaram a 

contagem de células positivas utilizando gradícula [63] ao invés de porcentagem. 

Índice mitótico (IM) foi o aspecto histopatológico avaliado no GL e os resultados 

desse estudo mostraram que os animais com IM > 26 (mediana) apresentaram tempo 

de sobrevida menor, corroborando com Valli et al. (2013) [64], o qual relatou evidente 

redução da sobrevida de cães com linfoma e IM > 21. Entretanto, para alguns 

pesquisadores, a utilização deste como fator prognóstico no LDGCB canino ainda não 

está bem estabelecido [61,62]. 

Western blot e imuno-histoquímica são técnicas de eleição para detectar a 

acetilação das histonas e outras proteínas envolvidas nos mecanismos epigenéticos, 

como as enzimas [65] e foram úteis para confirmarem a reatividade dos anticorpos 

testados no tecido linfóide canino. O padrão imuno-histoquímico também confirmou a 

marcação nuclear de H3K9Ac, H4K12Ac, HDAC1 e HDAC2, assim como a 

predominante marcação citoplasmática de HDAC6 nos tecidos avaliados, o que está 

de acordo a caracterização dessas proteínas [66,67] e avaliação prévia no tecido 

humano com o mesmo subtipo de linfoma [31]. 

Os resultados mostraram maior expressão de HDAC2 no tecido neoplásico, em 

comparação aos linfonodos normais, o que já havia sido demonstrado em outras 

neoplasias hematopoiéticas humanas [68], sendo inclusive, uma enzima altamente 

expressa em células linfóides [35]. Em humanos, alguns estudos também 

identificaram a alta expressão de HDAC2 no LDGCB [31,69,70], sugerindo que essa 

enzima interfira na patogênese desse subtipo tumoral [70], uma vez que está 

envolvida no silenciamento de genes supressores tumorais como P21, P27, P53, P57, 

BAX e BCL2 [69,71-73]. Adicionalmente, foi identificado, em camundongos, que essa 

enzima promove a iniciação e progressão tumorais, impactando na proliferação e 

apoptose celulares em linfomas do tipo B [74]. 
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A relação entre a expressão de HDAC2 e o prognóstico do LDGCB, em humanos, 

é controverso [31,70]. No presente estudo, os resultados não mostraram diferença 

significativa entre o escore de marcação dessa enzima e o prognóstico da doença, em 

cães, mas vale ressaltar que os animais que apresentaram maior expressão de 

HDAC2 (escore > 10,5) apresentaram menores TLD e TS, o que poderia indicar o 

possível envolvimento dessa enzima na agressividade da doença.  

Em humanos, a HDAC1 também é implicada no desenvolvimento neoplásico, 

inclusive no LDGCB [69,74] e, por pertencer à mesma classe de HDAC2 (Classe I), 

seria esperado que ambas apresentassem comportamentos semelhantes. Todavia, 

os resultados desse estudo mostram que o comportamento dessas enzimas são 

independentes e, além disso, podem exercer funções distintas [31,75], como 

observado no estudo de Marquard et al. (2009) [31], no qual houve expressão 

aumentada de HDAC1 no linfoma T-periférico, em comparação com o LDGCB, em 

humanos. Em outro estudo do nosso grupo de pesquisa houve alta expressão de 

HDAC1 em amostras de linfoma cutâneo de células T de cães, em comparação à pele 

normal [53]. Em nosso estudo, o escore de marcação dessa enzima não diferiu entre 

os tecidos neoplásico e normal, além da sua expressão ser proporcionalmente menor 

do que as outras enzimas. Comparando os resultados dos dois estudos em cães, 

pode-se inferir que os mecanismos epigenéticos envolvidos podem estar relacionados 

ao tipo celular que origine o linfoma. 

A correlação de HDAC1 com o prognóstico de pacientes humanos com LDGCB 

apresenta resultados variáveis, podendo indicar a evolução desfavorável da doença, 

por meio do silenciamento de genes supressores tumorais [69], ou não exercendo 

influência na sobrevida dos pacientes [31]. Em cães, o estudo em tela demonstrou 

que HDAC1 não interferiu no prognóstico dos animais, mas quando os dados são 

analisados isoladamente, a alta expressão da enzima (escore >2) está relacionada 

com TLD consideravelmente menor (HDAC1>2 = 10 semanas; HDAC1<2 = 35 

semanas), além de TS diminuída dos cães doentes. A avaliação da expressão de 

HDAC1 e HDAC2 em um grupo maior de animais, comparando diferentes tipos de 

linfoma poderiam auxiliar na melhor elucidação desses resultados.  

HDAC6 é uma enzima pertencente à Classe IIb, tendo sua expressão aumentada 

quando relacionada ao prognóstico favorável de pacientes humanos diagnosticados 
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com LDGCB [31,76]. Nossos resultados corroboram com esses autores, uma vez que, 

mesmo não havendo diferença entre os grupos, os animais doentes com maior escore 

de marcação de HDAC6 (> 62,5%) tiveram maior TLD e TS. Ademais, os resultados 

mostraram relação inversa entre IM e HDAC6, ou seja, quanto maior a proliferação 

das células neoplásicas, menor foi a expressão da enzima histona desacetilase.  

No carcinoma hepatocelular de humanos foi reportado que a HDAC6 apresenta 

efeito anti-angiogênico, já que interfere na expressão dos genes HIF-1α e VEGFA, 

envolvidos no processo de angiogênese [77]. Apesar do seu exato papel em outros 

tipos neoplásicos, incluindo o linfoma, ainda ser pouco definido [78], nossos resultados 

sugerem que a menor expressão de HDAC6 possa interferir na maior progressão e 

gravidade do LDGCB, em cães, o que poderia ser reforçado pela tendência de 

comportamento oposto dessa enzima, em relação à HDAC1, e a possibilidade da 

maior expressão desta estar envolvida no pior prognóstico dos animais doentes. 

Nas amostras de LDGCB de cães, seria esperada uma menor acetilação das 

histonas H3K9 e H4K12 em decorrência do aumento da HDAC2, aspectos que 

tornariam a cromatina de DNA mais condensada e levaria à repressão da transcrição 

gênica [79]. No entanto, as expressões de H3 e H4 acetiladas não diferiram entre os 

grupos controle e linfoma. Esses resultados podem estar relacionados a alguns 

fatores, como o comportamento independente de HDAC2, em relação às histonas e 

outras enzimas; as expressões de HDAC1 e HDAC6 não estarem acentuadamente 

aumentadas no tecido neoplásico, fato que poderia contribuir para uma menor 

desacetilação das histonas, similar ao reportado no estudo de Brusa et al. (2006) [80], 

no qual o grau de acetilação de H4 foi influenciado pela perda de função de HDAC1, 

em pacientes humanos com leucemia mieloide crônica. 

Além disso, sabe-se que enzimas desacetilases pertencentes à Classe III também 

podem interferir na acetilação da cauda terminal lisina-9 de H3 (H3K9) [81], porém as 

expressões de outras HDAC não foram caracterizadas nesse estudo. 

Vale ressaltar que as HDAC não promovem apenas a desacetilação de histonas, 

mas proteínas não-histonas também são reguladas. Consequentemente, os efeitos 

epigenéticos na expressão gênica podem ser atribuídos a outros mecanismos 

moleculares, além da acetilação das histonas [82]. Todos esses aspectos poderiam 

justificar H3 e H4 não sofreram hipoacetilação, mesmo com o aumento de HDAC 2. 
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Considerando o mecanismo de ação das HDAC, Beyer et al. (2017) [83] relacionam 

a desacetilação das histonas com o pior prognóstico da doença neoplásica. Em cães 

com carcinoma urotelial, Eto et al. (2019) [56] confirmaram que a menor acetilação de 

H3K9 diminuiu significativamente o TLD (da cirurgia até a recidiva), além de terem 

observado uma tendência ao menor TS dos animais. No linfoma cutâneo de células T 

canino também houve correlação entre menor acetilação de H3K9 e menor tempo de 

sobrevida dos animais [53]. Comparativamente, o fato de que a redução global da 

acetilação das histonas está correlacionada com a proliferação e sobrevivência de 

linfócitos B e T [68], e que nossos resultados não demonstraram hipoacetilação de H3 

e H4 no LDGCB, a expressão dessas histonas não interferiu no TLD e TS. Esses 

resultados corroboram, em parte, com os de Marquard et al. (2009) [31], que também 

não observaram correlação entre acetilação de H4 e o prognóstico dos pacientes 

humanos com o mesmo subtipo de linfoma. 

Uma das terapias epigenéticas mais promissoras no tratamento do câncer são os 

inibidores de HDAC (iHDAC), que aumentam a acetilação das histonas e outras 

proteínas, resultando na interrupção do ciclo e diferenciação celulares atípicos [23,84]. 

Esse mecanismo de ação levou à suposição de que a expressão de HDAC1 e a 

acetilação de H4 são importantes fatores preditivos para a resposta a essa classe 

terapêutica, de forma que pacientes com menores taxas de acetilação de H4 seriam 

mais sensíveis ao tratamento, pois células com histonas hiperacetiladas, inicialmente, 

poderiam não responder aos iHDAC [31,85]. Os resultados do estudo em tela 

demonstraram que o tecido linfóide neoplásico não exibiu aumento significativo de 

HDAC1 e hipoacetilação de H4, o que poderia sinalizar a efetividade dos iHDAC nas 

células do LDGCB, em cães. 

Por outro lado, um estudo que elucidou os mecanismos de ação de diferentes 

inibidores de HDAC em cultivos celulares de linfoma B canino (CLBL-1), demonstrou 

que os fármacos, principalmente o panobinostat, um potente iHDAC, induziu a 

hiperacetilação de H3, resultando em efeitos citotóxicos e alto potencial 

antiproliferativo das células neoplásicas, validando sua eficácia [86]. Isso demonstra 

que a expressão de HDAC1 e a acetilação de H4 não são os únicos fatores preditivos 

e que diferentes mecanismos epigenéticos, muitos ainda desconhecidos, seriam 
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capazes de influenciar na resposta terapêutica aos iHDAC nos diferentes tipos 

neoplásicos e devem motivar mais estudos. 

Outro ponto de discussão importante sobre o uso de iHDAC no LDGCB em cães, 

refere-se à seletividade de ação desses fármacos, já que a maioria dos inibidores 

aprovados pela US Food and Drug Administration (FDA) são não seletivos e atuam 

sobre diversas classes de HDAC [39]. Os resultados desse estudo podem indicar que 

a eficácia antineoplásica dos iHDAC não depende da inibição de todos os tipos de 

HDAC, corroborando com resultados encontrados em estudo com células neoplásicas 

hepáticas, no qual o uso de um inibidor seletivo exibiu atividade antitumoral, o que 

poderia ser aplicado a outros tipos de câncer, provavelmente causando menor 

toxicidade e efeitos adversos [87]. Além dos nossos resultados mostrarem maior 

expressão de HDAC2 no LDGCB e sua potencial influência no pior prognóstico dos 

animais, sugere-se que HDAC6 possa interferir de forma benéfica no prognóstico da 

doença, indicando, novamente, que o uso de iHDAC seletivos possam ter melhor 

eficácia nesse tipo neoplásico.  

Em humanos, sugere-se que a resposta terapêutica de pacientes com linfomas B 

utilizando iHDAC requer o estabelecimento de protocolos baseados em 

biomarcadores prognósticos e perfil de HDAC, sendo a utilização de inibidores de 

HDAC - classe I mais apropriada em linfomas B do que inibidores de classe II ou não 

seletivos [78]. Estudos com o tucidinostat, um iHDAC-classe I, corroboram com essas 

afirmações, por meio da identificação do efeito supressor tumoral desse fármaco em 

cultivos celulares de LDGCB e demonstração de resultados clínicos terapêuticos 

promissores em pacientes humanos [9,88]. 

Os resultados desse estudo mostram a maior expressão da enzima HDAC2 no 

LDGCB em cães e sugerem sua possível associação com o pior prognóstico dos 

pacientes, confirmando existirem mecanismos epigenéticos relacionados às 

modificações das histonas na patogênese desse tumor, na espécie canina. Também 

nesse estudo validamos a reatividade dos anticorpos anti-histonas acetiladas H3, H4 

e revalidamos a reatividade das enzimas histonas desacetilases HDAC1, HDAC2 e 

HDAC6, em tecido linfóide canino. Esses resultados encorajam o desenvolvimento de 

outros estudos que identifiquem alterações adicionais relacionadas às histonas e 
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enzimas histonas desacetilases no LDGCB, possibilitando o melhor entendimento da 

patogênese tumoral e a identificação de potenciais alvos terapêuticos.  

 

Métodos 

Comitê de ética. O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias da UNESP-

Jaboticabal (FCAV/Unesp) (protocolo nº 007973/18) e o material foi coletado mediante 

autorização dos tutores e assinatura de um termo de consentimento livre e 

esclarecido. 

 

Seleção de amostras. Foi realizado um estudo retrospectivo com a seleção de 

amostras de linfonodos neoplásicos de 20 cães (20 amostras em parafina, sendo 

destas, 13 amostras também sob congelação a -196ºC), provenientes de pacientes 

do Serviço de Oncologia (SOV) da FCAV/UNESP, atendidos entre os anos de 2009 e 

2015. Os critérios de inclusão dos casos neste estudo foram a confirmação do 

diagnóstico de LDGCB por meio das análises histopatológica e imuno-histoquímica, 

de acordo com a classificação da Organização Mundial de Saúde [64]; e as amostras 

serem coletadas antes de os cães serem submetidos ao tratamento quimioterápico 

e/ou corticoterapia. Após a confirmação do diagnóstico, os pacientes iniciaram o 

tratamento preconizado [43].  

Protocolarmente, no momento do atendimento, todos os animais do grupo linfoma 

(GL) foram submetidos ao estadiamento tumoral (Estágios I-V), mediante exame físico 

detalhado, exames laboratoriais, punção de medula óssea e exames de imagem 

(radiografia torácica e ultrassonografia abdominal), e classificados nos subestágios 

“a” e “b”, de acordo com a ausência ou presença de sinais clínicos, respectivamente. 

Os dados patológicos referentes à proliferação celular neoplásica foram avaliados nas 

amostras, por meio da expressão imuno-histoquímica de Ki67 e índice mitótico (IM), 

este último determinado a partir da contabilização das figuras de mitose presentes em 

10 campos de grande aumento (400x), em amostras coradas por Hematoxilina-eosina, 

como descrito anteriormente [89]. As variáveis epigenéticas e patológicas foram 

correlacionadas entre si e com a avaliação prognóstica do GL, incluindo tempo livre 

de doença (TLD) e tempo de sobrevida (TS). 
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O grupo controle (GC) foi composto por amostras de linfonodos poplíteos normais 

provenientes de 5 cães hígidos submetidos a procedimentos cirúrgicos eletivos, como 

orquiectomia/ovariohisterectomia.  

O material coletado foi, em parte, fixado em formalina tamponada a 10% (pH 7,6) 

por um período de 24 a 48 horas e, em seguida, armazenado em álcool 70% até o 

momento do processamento histotécnico para inclusão em parafina e preparação das 

lâminas para posterior análise imuno-histoquímica. Outra parte das amostras de 

linfonodos normais foram mantidas em nitrogênio líquido (-196ºC) para posterior 

análise de Western blot.  

 

Western blot. A técnica de Western blot (WB) foi conduzida no Departamento de 

Medicina Veterinária, Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA), 

Universidade de São Paulo, Pirassununga – São Paulo. 

Para esta análise foram empregadas as amostras dos grupos controle e linfoma, 

as quais foram armazenadas sob congelamento (-196ºC). Os tecidos foram 

homogeneizados a 4°C em tampão RIPA (pH 7,4), contendo Tris HCl 50 mM, pH 8,0, 

NaCl 150 mM, 1% NP-40, desoxicolato de sódio a 0,5%, SDS a 0,1% e coquetel 

inibidor de protease (# P8310 - Sigma). O homogenato foi centrifugado a 14000g a 

4°C durante 20 min. A concentração de proteína do sobrenadante foi determinada 

pelo método de Bradford usando albumina bovina (BSA) como padrão. O 

sobrenadante foi misturado com tampão da amostra (2x Laemmli Sample Buffer, 

BioRad)) e a mistura foi fervida e submetida à análise de SDS-PAGE a 10% em géis 

de poliacrilamida. A seguir, as proteínas foram transferidas do gel para as membranas 

de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas com albumina a 5% por 4 h e 

incubadas durante a noite a 4°C com os anticorpos primários anti-acetil Histona H3 

[Ac-Lys9] (1:1000, anti-camundongo, Sigma-Aldrich®), anti-acetil Histona H4 [Ac-

Lys12] (1:1000, anti-coelho, Sigma-Aldrich®), anti-HDAC1 (1:1000, anti-coelho, 

Sigma-Aldrich®), anti-HDAC2 (1:2000, anti-camundongo, Sigma-Aldrich®) e anti-

HDAC6 (1:3000, anti-coelho, Sigma-Aldrich®). GAPDH (1:1000, Cell Signaling, 

Danvers, MA, EUA) e β-actina (1:5000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

EUA) foram utilizados como controle de carregamento. A seguir, foi adicionado o 

anticorpo secundário conjugado com peroxidase e visualizado, empregando-se os 
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reagentes ECL. A documentação do gel e a quantificação do sinal foram identificadas 

empregando-se o Bio-Image Analysis do sistema Molecular Imager ChemiDoc XRS 

(Bio-Rad, Richmond, CA, EUA). Os resultados foram normalizados usando GAPDH e 

β-actina para H3Ac, HDAC6 e H4Ac, HDAC1, HDAC2, respectivamente.  

 

Imuno-histoquímica. A técnica foi realizada no Laboratório de Imuno-histoquímica do 

Departamento de Clínica e Cirurgia Veterinária, UNESP, Jaboticabal – São Paulo a 

partir das amostras de linfonodos caninos normais (GC; n=5) e neoplásicos (GL; n=20) 

incluídos em blocos de parafina. Os blocos parafinados contendo as amostras foram 

cortados na espessura de 3µm e estendidos em lâminas de vidro silanizadas, as quais 

foram utilizadas nas reações imuno-histoquímicas para avaliação da expressão das 

histonas acetiladas H3 lisina 9 (H3K9Ac) e H4 lisina 12 (H4K12Ac) e das enzimas 

histonas desacetilases HDAC1, HDAC2 e HDAC6. 

A padronização da técnica foi conduzida em cortes histológicos de amostras de 

linfonodos caninos (controles positivos). Como controle negativo os anticorpos 

primários foram substituídos por diluente de anticorpos.  

No momento da reação, as lâminas foram mantidas em estufa a 67◦C por 24 horas 

e desparafinizadas em duas imersões sequenciais (10 minutos cada) em Xilol, à 

temperatura ambiente, seguida da reidratação das amostras em imersões sequenciais 

(5 minutos cada) em álcool com concentrações decrescentes (100%, 96% e 70%) e 

banho em água corrente (10 minutos). 

A recuperação antigênica pelo calor foi conseguida utilizando-se Retrieval Solution 

pH 6 (Leica®) a 10% para H3, H4, HDAC2 e HDAC6, e Retrieval Solution pH 9 (Leica®) 

a 10% para HDAC1. Para a imunomarcação de HDAC1, as lâminas foram colocadas 

com a solução em micro-ondas por 3 ciclos de 5 minutos cada, na potência máxima e 

temperatura padrão do aparelho, de forma que ao fim de cada ciclo, a cubeta de vidro 

contendo as lâminas era completada com água destilada. Para as demais 

imunomarcações, as lâminas foram submetidas a 3 ciclos de 4 minutos no micro-

ondas, sendo a cubeta completada com a solução Retrieval pH 6 a 10% ao final de 

cada ciclo. 

Após a recuperação antigênica, seguiu-se o resfriamento das lâminas em 

temperatura ambiente até atingir 37◦C para H3, H4, HDAC2 e HDAC6. O processo de 
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detecção dos anticorpos foi realizada por meio da utilização de sistema de detecção 

de polímero (Novolink Polymer DS, Leika Byosistems®). O bloqueio da peroxidase 

endógena foi obtido pela incubação das lâminas em solução de peróxido de 

hidrogênio a 30% em metanol (30 minutos), em local protegido da luz, seguido de 

duas lavagens (5 minutos cada) em TBS (Tris-Buffered-Saline – TBS, pH 7,6) e 

incubação com Peroxidase Block (Novolink), em câmara úmida e escura (30 minutos). 

Especificamente para as reações de HDAC 1, após a recuperação antigênica, as 

lâminas foram mantidas por 20 minutos em temperatura ambiente e o bloqueio da 

peroxidase endógena foi feito em solução de peróxido de hidrogênio a 10% em 

metanol por 20 minutos, seguida de lavagem em TBS e incubação com Peroxidase 

Block, como já descrito. 

Finalizada a etapa de bloqueio da peroxidade endógena, as lâminas foram lavadas 

duas vezes em TBS, durante 5 minutos cada e incubadas com Protein Block 

(Novolink) por 30 minutos. Seguiu-se a incubação com os anticorpos primários anti-

acetil Histona H3 [Ac-Lys9] (1:100, anti-camundongo, Sigma-Aldrich®), anti-acetil 

Histona H4 [Ac-Lys12] (1:500, anti-coelho, Sigma-Aldrich®), anti-HDAC1 (1:75, anti-

coelho, Sigma-Aldrich®), anti-HDAC2 (1:500, anti-camundongo, Sigma-Aldrich®) e 

anti-HDAC6 (1:500, anti-coelho, Sigma-Aldrich®) (Tabela 4). 

Após 2 horas de incubação à temperatura de 22ºC, as lâminas foram lavadas duas 

vezes em TBS (5 minutos cada), incubadas com o anticorpo secundário Post Primary 

– Anti- rabbit IgG (Novolink), lavadas novamente em TBS por 2 vezes (5 minutos) e 

incubadas com Polymer- Anti-rabbit Poly-HRP-IgG (Novolink), durante 30 minutos. 

A seguir, as lâminas foram novamente lavadas em tampão TBS e a reação revelada 

pelo cromógeno DAB (Diaminobenzidina - NovolinkTMLeica®), por aproximadamente 4 

minutos, seguida da lavagem das lâminas em água corrente (10 minutos) para 

interrupção da reação.  

Por fim, foi realizada a contra coloração com hematoxilina de Harris (6 banhos), 

seguida da lavagem em água corrente por 10 minutos. A desidratação foi realizada 

pela imersão rápida e sequencial das lâminas em concentrações crescentes de 

álcoois, seguida de uma solução álcool-xilol (1:1) e xilol (2 vezes). Por fim, foi realizada 

a montagem das lâminas com lamínula e secagem para posterior avaliação. 
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A reação imuno-histoquímica para avaliação da expressão do marcador de 

proliferação celular Ki67 (clone MIB-1, Dako; 1:100) nas amostras do GL foi realizada 

de acordo com o protocolo descrito por Matiz et al., 2018 [62]. 

 

Avaliação das imunomarcações. A confirmação da expressão nuclear de H3K9Ac, 

H4K12Ac, HDAC1 e HDAC2 foi por meio da visibilização de tonalidades do marrom 

difusas nos núcleos das células das amostras que compuseram os grupos 

experimentais (GC e GL) e semelhantes às expressões observadas nos controles 

positivos. Para a avaliação das imunomarcações nucleares, foi obtido um escore de 

marcação baseado em dois parâmetros: número de células tumorais positivas e 

intensidade da imunorreatividade [26]. Para isso, cinco campos aleatórios de cada 

lâmina foram fotografados em magnificação de 40 vezes, usando o microscópio Novel 

(BM2100) acoplado à câmera Bioptika (CMOS-HD) e realizada a contagem manual 

de 100 células por campo utilizando a ferramenta "Contador de células" do programa 

Image J software (v. 1.44p.), com posterior extração da média aritmética desses 

valores. O campo de células foi ranqueado por porcentagem de células positivas 

(negativo= 0; 1-25%=1; 26-50% =2; 51-75% =3; 76-100% =4) e pela intensidade de 

marcação, que foi avaliada de forma cega por dois observadores (negativo=0; fraca=1; 

moderada= 2 e intensa =3). Por fim, os dois ranques (porcentagem e intensidade de 

marcação) foram multiplicados e o escore de marcação obtido foi utilizado para as 

análises estatísticas entre os grupos. 

Em razão da imunomarcação citoplasmática do anticorpo HDAC6 e impossibilidade 

de contar as células separadamente, a expressão positiva foi caracterizada pelo 

aparecimento de tonalidades de marrom no citoplasma das células, considerando-se 

a área marcada. A porcentagem total de área positiva para HDAC6 foi calculada 

obtendo-se imagens com amplificação de 40 vezes de cinco campos aleatórios, da 

mesma forma que para os demais anticorpos e conforme descrito anteriormente [90]. 

Primeiro, a área celular total foi determinada e medida para cada imagem e as áreas 

não celulares foram excluídas pela seleção manual. Depois disso, uma área positiva 

foi selecionada manualmente e limiarizada para destacar apenas as células positivas. 

A área selecionada foi medida e o resultado foi dividido pela área celular total dessa 
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imagem e multiplicada por 100. Assim, uma porcentagem foi calculada para cada 

amostra e a  porcentagem final foi estimada a partir da média das cinco imagens.  

A análise das imunomarcações pelo Ki67 foi realizada em cada amostra do GL a 

partir da seleção de cinco campos com magnificação de 40 vezes e apresentando 

maiores proporções de células com marcação nuclear positiva, sendo essas áreas 

fotografadas pelo mesmo método descrito anteriormente. Em cada campo, foram 

manualmente contabilizadas 200 células, totalizando 1000 células por amostra, das 

quais foi obtida a porcentagem de células positivas [61]. 

 

Análise estatística. Para a comparação da expressão imuno-histoquímica das 

histonas acetiladas (H3K9Ac e H4K12Ac) e das enzimas histonas desacetilases 

(HDAC1, HDAC2 e HDAC6), entre os grupos controle (GC) e linfoma (GL) foram 

utilizados o teste de Wilcoxon para os dados não paramétricos e o teste T para os 

paramétricos. 

Para a análise multivariada de correspondência, foram categorizados os valores 

das histonas, HDAC, Ki67 e índice mitótico (IM) em alta expressão (>) e baixa 

expressão (≤), em relação à mediana de cada variável. As variáveis categóricas 

(estágios clínicos 3 e 4; subestágios a e b) foram classificadas em presente (1) ou 

ausente (0). Para determinar a correlação linear entre as variáveis, foi utilizado o teste 

de Pearson ou de Spearman, de acordo com a distribuição dos dados (paramétrica 

ou não paramétrica). 

As curvas de sobrevida foram determinadas pelo método de Kaplan-Meier para o 

tempo livre de doença (TLD) e tempo de sobrevida (TS), comparadas pelo teste de 

Long-rank. O TLD considerou o total de semanas entre a remissão completa e a 

recidiva do linfoma, enquanto o TS compreendeu o total de semanas entre o 

diagnóstico e o óbito ou último registro de acompanhamento do paciente, no hospital. 

Para determinar o comportamento e associação das histonas e 

enzimas desacetilases no GL, foram utilizadas técnicas de análise multivariadas.  

Primeiramente foi realizada a análise de componentes principais com o intuito de 

obter a interação das histonas e enzimas. O número de componentes principais 

determinados correspondeu aos dois primeiros autovalores (F1, F2).  
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Em seguida foi realizada a análise exploratória de fatores para identificar os 

processos que explicariam  esta interação. Foram considerados os  três 

primeiros autovalores (F1 a F3) maiores que uma unidade, segundo o critério de 

Kaiser. As variáveis que apresentavam cargas absolutas maiores a 0,5 foram 

consideradas como relevantes. Foi utilizada a rotação de fatores pelo método 

Varimax.  

Para a análise estatística foram utilizados os programas R, SPSS e Statistica, 

adotando um nível de significância de 5%. 
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Variável    N (animais) % Média (intervalo) 

Raça 

Rottweiler 4 20  

SRD 3 15  

Schnauzer 2 10  

Pitbull 2 10  

Labrador 2 10  

Poodle 2 10  

Dachshund 1 5  

Basset Hound 1 5  

Pastor Alemão 1 5  

Boxer 1 5  

Fox Terrier 1 5  

Idade     8,8 (5-14) 

Estágio III 4 20  

  IV 16 80  

Subestágio A 12 60  

  B 8 40  

Ki67 <35% 10 50  

 >35% 10 50  

Índice mitótico < 26 8 40  

  > 26 12 60  
SRD – sem raça definida; Índice mitótico e Ki67 equivalem à mediana; Estágio III: envolvimento 

generalizado dos linfonodos; Estágio IV: envolvimento hepático e/ou esplênico. 

Tabela 1. Variáveis clínico-patológicas referentes aos cães diagnosticados com 

linfoma difuso de grandes células B. 

 

 

Proteína Grupo Controle Grupo Linfoma P  

H3K9Ac 6 [4-6] 6 [2,5-9] 0,783 

H4K12Ac 6 [4-9] 8 [6-12] 0,170 

HDAC1 1 [1-2] 2 [1,75-6] 0,098 

HDAC2 6 [4-9] 10,5 [8-12] 0,031 

HDAC6 54,53 [51,42-56,41] 62,26 [55,39-71,95] 0,067 

Mediana [Amplitude interquartil-IQR]; diferença significativa: P<0,05. 
  

Tabela 2. Resultado da análise univariada (teste de Wilcoxon) de comparação da 

expressão imuno-histoquímica das histonas acetiladas e enzimas histonas 

desacetilases entre os grupos experimentais. 
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Variável TLD (semanas) P TS (semanas) P 

H3K9Ac     

>6 16 0,473 8 0,294 

<6 13  19  

H4K12Ac     

>8 10 0,861 10 0,886 

<8 35  21  

HDAC1     

>2 10 0,292 14 0,803 

<2 35  21  

HDAC2     

>10,5 12 0,726 15 0,999 

<10,5 16  19  

HDAC6 (%)     

>62,26 35 0,801 19 0,886 

<62,26 12  15  

Ki67 (%)     

>35 13 0,263 15 0,609 

<35 35  48  

Índice mitótico     

>26 13 0,144 15 0,037 

<26 42  52  

Estágio     

III 10 0,635 10 0,213 

IV 16  19  

Subestágio     

A 42 0,033 48 0,021 

B 13  4  

Tabela 3. Análise multivariada das variáveis epigenéticas e clínico-patológicas das 

amostras de LDGCB e sua correlação com o tempo livre de doença (TLD) e tempo de 

sobrevida (TS) dos cães. 
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Anticorpo* Clone Origem Tipo Diluição 
Recuperação 
Antigênica** 

Anti-acetyl-Histone H3 (Ac-Lys9) AH3-120 Camundongo Monoclonal 1:100 Retrieval solution (pH 6,0) 

Anti-acetyl-Histone H4 (Ac-Lys12) SAB4200353 Coelho Policlonal 1:500 Retrieval solution (pH 6,0) 

Anti-HDAC1 AV38530 Coelho Policlonal 1:75 Retrieval solution (pH 9,0) 

Anti-Histone Deacetylase 2  HDAC2-62 Camundongo Monoclonal 1:500 Retrieval solution (pH 6,0) 

Anti-HDAC6 AV31451 Coelho Policlonal 1:500 Retrieval solution (pH 6,0) 

* Sigma-Aldrich; todos os anticorpos foram incubados por duas horas à temperatura de 22◦C.   
** Leica® 

Tabela 4. Anticorpos utilizados nas reações de imuno-histoquímica para pesquisa da 

expressão de histonas e histonas desacetilases, em amostras de linfonodo normal e 

LDGCB de cães. 

 

 

 

 

 

 



59 
 

. 

 

Figura 1. Validação da expressão proteica das histonas acetiladas (H3K9Ac e 

H4K12Ac) e enzimas desacetilases (HDAC1, HDAC2 e HDAC6) em linfonodo canino 

normal (controle) e neoplásico (LDGCB), pela técnica de Western blot. 
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Figura 2. Fotomicrografia mostrando a reatividade das histonas acetiladas e histonas 

desacetilases em linfonodo neoplásico canino (LDGCB; esquerda) e linfonodo normal 

canino (controles positivos no centro e controles negativos à direita). Imunomarcação 

de H3K9Ac (a; b; c), H4K12Ac (d; e; f), HDAC1 (g; h; i), HDAC2 (j; k; l) e HDAC6 (m; 

n; o). Reação imuno-histoquímica, x40. 
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Figura 3. Comportamento e distribuição da expressão das histonas 

acetiladas (H3K9, H4K12) e enzimas histonas desacetilases (HDAC1, HDAC2 e 

HDAC6) em amostras de LDGCB canino, por meio da análise multivariada de 

componentes principais. A tabela superior esquerda ilustra a análise exploratória de 

fatores, indicando a correlação positiva entre H3K9Ac e H4K12Ac (F1), a correlação 

oposta entre HDAC1 e HDAC6 (F2) e o comportamento independente de HDAC2 (F3). 
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Figura 4. Expressão das histonas acetiladas H3, H4 e enzimas histonas desacetilases 

HDAC1, HDAC2 e HDAC6 em relação ao tempo de sobrevida (semanas) dos cães 

com LDGCB. As curvas de sobrevida foram determinadas pelo método de Kaplan-

Meier e as variáveis comparadas pelo teste de Long-rank. 
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Figura 5. Relação entre a alta (>35%) ou baixa (<35%) expressão de Ki67 e fatores 

prognósticos (TLD e TS) do LDGCB, em cães. As curvas de sobrevida foram 

determinadas pelo método de Kaplan-Meier e as variáveis comparadas pelo teste de 

Long-rank (acima). Representação da marcação nuclear de Ki67 em amostra de 

LDGCB canino. Reação imuno-histoquímica, x40. 
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Figura 6. (A) Índice mitótico em relação ao tempo de sobrevida (semanas) dos cães 

com LDGCB. Curva de sobrevida determinada pelo método de Kaplan-Meier e as 

variáveis comparadas pelo teste de Long-rank (P = 0,037). (B) Análise multivariada e 

regressão linear inversa entre a expressão da enzima desacetilase HDAC6 e o índice 

mitótico (IM) > 26 (P = 0,0006761). 

 

 

 

 

Figura 7. Ausência (a) ou presença (b) de sinais clínicos em relação ao tempo livre 

de doença (A) e tempo de sobrevida (B) dos cães com LDGCB. Curvas determinadas 

pelo método de Kaplan-Meier e variáveis comparadas pelo teste de Long-rank.
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APÊNDICE A – Dados individuais referentes aos animais do Grupo Linfoma. 

Animal 
Idade 
(anos) Raça  Sexo Estágio Subestágio 

TLD 
(semanas) 

Sobrevida 
(semanas) 

Índice 
Mitótico 

Ki67 
(%) 

1 5 Rottweiler Fêmea 3 B  21 32 52,7 

2 7 SRD Macho 4 A 48 64 0 20,5 

3 5 Schnauzer Macho 4 A 68 84 14 6,9 

4  Basset Hound Fêmea 4 B 0 1 10 30,6 

5 7 Pastor Alemão Macho 3 A 48 48 18 26,9 

6 8 Rottweiler Fêmea 4 A  60  41,5 

7 9 Pitbull Fêmea 4 A 12 15 51 40,2 

8 12 Labrador Fêmea 4 B 0 1 48 25,8 

9 14 Poodle Fêmea 4 A 0 2 3 0 

10 6 Basset Hound Fêmea 4 B 16 4 44 41,8 

11 9 Rottweiler Fêmea 3 B 4 4 10 0 

12 7 Schnauzer Macho 4 A 0 8 38 39,3 

13 11 Poodle Fêmea 4 B 38 49 30 0,4 

14 13 Pitbull Fêmea 4 A  77 3 61,3 

15 7 Fox Terrier Fêmea 4 B 13 14 41 53,4 

16 13 SRD Macho 4 A 42 52 4 55,5 

17 13 Boxer Fêmea 4 A  19 73 65,7 

18 11 Rottweiler Fêmea 4 B 35 51 34 26,2 

19 5 SRD Macho 4 A 58 65 13 0 

20 5 Labrador Macho 3 A 10 10 23 55,7 

 

 


