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REGISTRO DE IMPACTO

Este estudo representa um avancgo significativo na oncologia veterinaria ao
destacar os marcadores 4E-BP1, S6K1 e RAS como potenciais alvos biologicos de
relevancia prognostica e para a compreenséo da biologia dos linfomas caninos. A
validacdo desses achados em estudos futuros, com amostras ampliadas, analises
funcionais e integracdo a abordagens moleculares avangadas, podera consolidar
seu papel como biomarcadores e abrir caminho para terapias mais precisas, com
impacto direto ndo apenas na pratica clinica veterinaria, mas também na oncologia

comparada.

IMPACT STATEMENT

This study represents a significant advance in veterinary oncology by
highlighting 4E-BP1, S6K1, and RAS as potential biological targets of prognostic
relevance and for understanding the biology of canine lymphomas. The validation of
these findings in future studies, with larger sample sizes, functional analyses, and
integration with advanced molecular approaches, may consolidate their role as
biomarkers and pave the way for more precise therapies, with a direct impact not only

on veterinary clinical practice but also on comparative oncology.
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EXPRESSAO DAS PROTEINAS RAS, 4E-BP1, S6K1 EM CAES COM LINFOMA
MULTICENTRICO OU CUTANEO E SUA CORRELAGAO COM FATORES
CLINICO-PATOLOGICOS

RESUMO - O linfoma € a neoplasia hematopoiética mais comum em cées e gatos,
possuindo como apresentagdes clinicas as formas multicéntricas (LM) e cuténea
(LC), entre outras. Pode acometer uma ampla variedade de 6rgaos como linfonodos,
pele, figado, bacgo, pulmdes, medula éssea, do trato gastrointestinal e do sistema
nervosos central. Essa distribuicdo sistémica favorece o desenvolvimento de
complicagbes, estando frequentemente associada a progndsticos desfavoraveis.
Apesar de sua relevancia clinica, ainda ha caréncia de marcadores progndsticos
especificos para o linfoma em animais domésticos. Estudos referem o uso de
moléculas reguladoras da proliferacdo celular como possiveis marcadores
prognosticos tumorais. A via mTORC1 tem papel central na regulacdo da
proliferagao celular e pode estar envolvida na patogénese dos linfomas. Desta forma,
o objetivo deste estudo foi avaliar a expressao das proteinas RAS, 4E-BP1 e S6K1
em cdes com LM ou LC, através da técnica de imunohistoquimica, visando identificar
potenciais alvos terapéuticos e progndsticos. Os resultados demonstraram que
houve elevada expresséao da proteina 4E-BP1 no grupo dos cdes com LM (média de
11%) e naquele de caes com LC (média de 9%). Esses achados sugerem
participacdo relevante dessa proteina e semelhante a da via mTORC1 na
patogénese de ambas as formas. Ja a proteina S6K1 apresentou expressdo mais
baixa, com médias de 6% no LM e 5% no LC, indicando ativacdo modesta da via,
com discreta tendéncia de aumento no LM. A principal diferenca foi observada na
expressado de RAS, significativamente maior no LM (12%) em comparagéo ao LC
(4%), sugerindo envolvimento diferencial dessa via na progressdo do LM. Esses
achados contribuem para a compreensao das vias moleculares associadas aos
linfomas caninos e fornecem subsidios para o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas mais direcionadas na oncologia veterinaria.

Palavras-chave: imunohistoquimica, mTORC1, neoplasias hematopoieticas,

sinalizagao celular



Expression of RAS, 4E-BP1, S6K1 proteins in dogs with multicentric or

cutaneous lymphoma and its correlation with clinicopathological factors

ABSTRACT: Lymphoma is the most common hematopoietic neoplasm in dogs and
cats, presenting in various clinical forms, among which the multicentric (ML) and
cutaneous (CL) subtypes are the most recognized. It can affect a wide range of
organs, including lymph nodes, skin, liver, spleen, lungs, bone marrow,
gastrointestinal tract, and central nervous system. This systemic distribution favors
the development of complications and is frequently associated with poor prognoses.
Despite its clinical relevance, there is still a lack of specific prognostic markers for
lymphoma in companion animals. Some studies have proposed that molecules
involved in the regulation of cell proliferation may serve as potential prognostic
markers in neoplasms. The mTORC1 signaling pathway plays a central role in cell
proliferation control and may be implicated in the pathogenesis of lymphomas.
Therefore, this study aimed to evaluate the expression of the proteins RAS, 4E-BP1,
and S6K1 in dogs diagnosed with ML or CL, using the immunohistochemistry
technique, in order to identify potential prognostic and therapeutic targets. The results
demonstrated high expression of 4E-BP1 in both groups, with an average of 11% in
ML and 9% in CL. These findings suggest a relevant involvement of this protein and
indicate a comparable activation of the mTORC1 pathway in the pathogenesis of both
subtypes. In contrast, S6K1 expression was lower, with averages of 6% in ML and
5% in CL, indicating modest pathway activation, with a slight tendency toward
increased expression in ML. The most prominent difference was observed in RAS
expression, which was significantly higher in ML (12%) compared to CL (4%),
suggesting a differential involvement of this pathway in ML progression. These
findings contribute to a better understanding of the molecular mechanisms underlying
canine lymphomas and support the development of more targeted therapeutic

strategies in veterinary oncology.

Keywords: Immunohistochemistry, mTORC1, hematopoietic neoplasms, signaling
pathway
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1. CAPITULO - Consideragdes gerais

1.1 Introducao e Revisao de Literatura

O linfoma multicéntrico e cutdneo configura-se como uma das neoplasias
hematopoiéticas mais frequentes na medicina veterinaria, caracterizando-se por
ampla heterogeneidade clinica, histopatologica e prognostica (Dobson et al., 2002;
Ponce et al., 2010; Azuma et al., 2022). Apesar da ampla utilizacdo de métodos
diagndsticos convencionais, como a citologia, histopatologia, e a imunofenotipagem,
0 conhecimento acerca dos mecanismos moleculares envolvidos em sua
patogénese permanece limitado (Ruiz et al., 2005; Cora et al., 2017).

Nesse cenario, destaca-se a importadncia da investigagcdo de vias de
sinalizacdo celular, como PI3K/AKT/mTOR e RAS/MAPK, as quais regulam
processos fundamentais a biologia tumoral, como crescimento celular, proliferacéo,
apoptose e resisténcia terapéutica (Laplante; Sabatini, 2012; Xu; Liu; Wei, 2014).

A identificagcdo de biomarcadores moleculares representa um potencial
avanco para o diagnostico, prognéstico, e o desenvolvimento de terapias-alvo,
favorecendo uma abordagem terapéutica mais precisa e individualizada (Aresu et
al.,, 2014; Zhang et al., 2022;). A literatura evidencia a elevada aplicabilidade
cientifica dos estudos na area, destacando-se a utilidade do modelo canino em
investigagbes direcionadas a oncologia comparada (Kol et al., 2015; Zandvliet,
2016).

1.2 Linfoma Multicéntrico e Cutaneo

Os linfomas podem ser classificados de formas distintas, de acordo com o
seu estagio, incluindo a sua localizagdo anatbémica, caracteristicas histoldgicas e
imunofendtipicas (Matutes et al., 2008; Zhang et al., 2022).

O linfoma multicéntrico (LM) canino caracteriza-se pelo aumento generalizado
de multiplos linfonodos, incluindo os periféricos palpaveis, como o0s
submandibulares, pré-escapulares, axilares, inguinais e popliteos. Além disso, com
base na sua classificacdo imunofenotipica, pode ser classificado em linfoma de

células B, células T ou linfoma de células Natural Killer (Zandvliet, 2016; Zhang et



al., 2022). Dentre estes subtipos, o linfoma de células B demonstra uma prevaléncia
clinica significativa (Ponce et al., 2010; Zhang et al., 2022), quando comparado ao
linfoma de células T.

A classificacao histolégica proposta pela Organizagao Mundial da Saude
(OMS) contempla diversos subtipos de linfoma, incluindo: linfoma pouco
diferenciado, linfoma linfoblastico, linfoma linfocitico e prolinfocitico, além dos
subtipos histiocitico, histioblastico e histiolinfocitico (Rallis et al., 1992; Anai et al.,
2014).

A definigdo do estagio clinico no LM € essencial para determinar o prognostico
e a extensdo da doenca nesses pacientes. Para isto, recomenda-se adotar o modelo
(Tabela 1) proposto pela Organizacado Mundial da Saude (OMS), conforme descrito
por Flory et al., (2007).

Tabela 1. Estadiamento do linfoma canino, de acordo com o proposto pela

Organizacao Mundial da Saude.

Estagio Caracteristicas do estadiamento
Estagio | Envolvimento de apenas um linfonodo
Estagio Il Envolvimento de linfonodos regionais
Estagio Il Linfadenomegalia generalizada
Estagio IV Envolvimento de bago e/ou figado com ou sem estagio Il
Estagio V Envolvimento da medula éssea com ou sem estagio I-IV
ou de 6rgaos nao linfoides
Subestadio a Sem sinais clinicos sistémicos
Subestadio b Com sinais clinicos sistémicos

Fonte: Flory et al., 2007; adaptado de Zandvliet, 2016.

Ja o linfoma cutaneo (LC) canino, representa uma manifestagdo clinica
relevante para a espécie. Sendo categorizado em duas principais classificagdes:
linfomas cutaneos epiteliotropicos (LCE) e nao epiteliotropicos (LCNE), cada uma
delas subdividida em diversos subtipos histologicos (Azuma et al., 2022).

O LC caracteriza-se pela infiltracdo de linfécitos T ou B, na derme, epiderme

ou tecidos anexos (Gongalves et al., 2018). Sendo mais prevalente aos linfocitos T



(Azuma et al., 2022) caracterizado por uma elevada expressao da molécula CD3+
(Tabela 2 - Citometria de fluxo) e pelo fenotipo CD8+ (Jark et al., 2022).

O linfoma canino epiteliotropico (LCE) de células T exibe um progndstico
geralmente altamente desfavoravel, contudo, em contraste com o linfoma
multicéntrico canino (LMC), os fatores progndsticos que influenciam a sobrevida,
com ou sem intervencéo terapéutica, nao sao ainda plenamente compreendidos
(Azuma et al., 2022).

O LC Nao Epiteliotropico (LCNE) é descrito com menos frequéncia que o LCE
e histologicamente se caracteriza por uma infiltracdo dérmica e subcutanea difusa,

geralmente por linfécitos B, mas podendo ser por linfécitos T (Jark et al., 2022).

Tabela 2. Imunofendtipos dos linfomas multicéntrico e cutaneo canino identificados

por citometria de fluxo.

Linfoma Subtipo Imunofgl_‘lotipo Imunofer_lotipo
Celular Positivo Negativo
Multicéntrico B CD79a+, CD20+, PAX5+, CD21+, CD45+ CD3
Multicéntrico T CD3+, CD4+ ou CD8+, CD5+, CD45+ CD79a, CD20
Cutaneo T CD3+, CD4+ (mais comum), CD8+, CD45+ CD79a, CD20
Cutaneo B/T CD79a+/CD20+ (linhagem B) Variavel

ou CD3+ (linhagem T)
Fonte: Adaptado de Jark et al., 2022.

1.3 Fatores Epidemiolégicos e Perspectivas em Oncologia Comparada

No contexto de oncologia comparada, os linfomas caninos, em especial as
formas multicéntrica e cutanea, representam importantes modelos para o estudo da
oncogénese (Kol; Walker; Nordon, 2015). A similaridade bioldgica, clinica e
molecular entre os linfomas de caes e humanos tem incentivado o uso do modelo
canino como ferramenta translacional em pesquisas oncolégicas, contribuindo para
o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes e individualizadas
(Marconato; Gelain; Comazzi, 2013).

A etiologia dos linfomas é reconhecida como multifatorial, envolvendo
componentes genéticos, imunoldgicos e ambientais. A exposi¢do a herbicidas,

pesticidas, fumacga de cigarro e poluentes industriais tem sido associada ao aumento



do risco de cancer tanto em caes quanto em humanos. Essa suscetibilidade
ambiental compartilhada reforga a relevancia do linfoma canino espontaneo como
modelo translacional em oncologia comparada, especialmente em estudos que
utilizam técnicas avangadas de imagem para investigar a biologia tumoral e os
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos (Vail et al., 2020).

O linfoma multicéntrico, do ponto de vista epidemiolégico, acomete com maior
frequéncia caes de meia-idade a idosos, com média entre 6 e 9 anos, com algumas
racas demonstrando predisposicdo genética, como Boxer, Golden Retriever,
Rottweiler e Labrador Retriever (Zandvliet, 2016).

Ja o linfoma cutadneo, por sua vez, € menos frequente tanto na sua
manifestagao epitelotropica quanto a nao epitelotrépica (Azuma et al., 2022). A forma
epitelotropica, comumente relacionado ao linfoma de células T, apresenta
semelhangas imunopatolégicas com o linfoma cutdaneo de células T humano, ou
popularmente conhecido como Micose Fungoide, inclusive na expressdo de
marcadores moleculares, comportamento clinico e resposta a terapias topicas e
sistémicas (Moore et al., 2009).

Em caes, o linfoma cutaneo (LC) acomete predominantemente animais
idosos, com idade média entre 8 e 10 anos. Ragas como Setter Irlandés, Cocker
Spaniel e Boxer sdo mencionadas na literatura como possivelmente predispostas a
essa neoplasia (Fontaine et al., 2009).

Ainda no contexto da oncologia comparada, os linfomas caninos
compartilham ndo apenas aspectos clinico-patolégicos com os linfomas humanos,
mas também vias moleculares envolvidas na tumorigénese, como alteragdes em
genes reguladores do ciclo celular e da apoptose. Além disso, os caes vivem em
ambientes semelhantes aos de seus tutores, o que os expde a fatores ambientais
comuns, reforcando a relevancia dos modelos caninos espontaneos para a
investigagdo dos efeitos de carcinbgenos ambientais em ambas as espécies
(Marconato; Gelain; Comazzi, 2013).

De acordo com um estudo realizado por Zanini et al. (2013) onde foram
investigados fatores de risco ambientais associados ao desenvolvimento de linfoma
nao-Hodgkin (LNH) em caes, por meio de questionario epidemiolégico aplicado a
tutores de 83 cdes com LNH e 84 caes saudaveis. Os resultados indicaram que os

caes que viviam permanentemente ao ar livre e a até 100 metros de ruas ou avenidas



movimentadas (com mais de 50 veiculos por minuto) apresentavam risco
significativamente maior de desenvolver LNH (razdo de chances — OR: 3,1;
intervalo de confianca 95%: 1,4-6,9; P = 0,005), sugerindo uma possivel associagao
entre a poluigao do ar por trafego veicular e o surgimento dessa neoplasia em caes
(Zanini et al, 2013).

Sendo assim, a investigacdo dos fatores epidemioldgicos dos linfomas
caninos, aliada as suas semelhangas com os linfomas humanos, posiciona o cao
como modelo translacional de grande valor, ampliando as possibilidades de
descoberta de novos biomarcadores, terapias-alvo e estratégias de prevengdo com
beneficios mutuos para a medicina veterinaria e humana (Marconato; Gelain;
Comazzi, 2013).

1.4 Apresentacgoes clinicas e ferramentas diagnésticas laboratoriais.

Os sinais clinicos do linfoma em cédes frequentemente apresentam baixa
especificidade, variando conforme o local de acometimento. No entanto, o linfoma
multicéntrico costuma manifestar-se de forma mais caracteristica, com aumento
indolor dos linfonodos periféricos, podendo ainda estar associado a anorexia,
dispneia e febre (Gavazza et al., 2018; Zhang et al., 2022).

O linfoma cutaneo (LC) em céaes manifesta-se clinicamente de forma
heterogénea, frequentemente simulando dermatopatias inflamatérias cronicas,
como dermatites ou infecgdes cutaneas, o que pode atrasar o diagnostico (Jark;
Rodrigues, 2022). As lesdes iniciais incluem eritema, descamacéo, papulas e
prurido, podendo evoluir para placas ou nédulos ulcerados (Fontaine et al., 2009).
Lesdes nodulares, firmes, ndo pruriginosas e ulceradas sdo comuns, caracterizando-
se por progressao rapida, resposta terapéutica limitada e baixa taxa de sobrevida
(Moore; Olivry, 1994; Gongalves et al., 2018).

Para a obtencédo de um diagnéstico definitivo, € imprescindivel a realizacéo de
uma avaliagao fisica minuciosa, acompanhada de uma série abrangente de exames
laboratoriais de triagem.

A citologia por agulha fina (CAF), cuja celularidade pode ser observada na
Figura 1, desempenha um papel fundamental no diagnéstico do linfoma e na

exclusao de outras enfermidades. Recomenda-se evitar a técnica de puncgao



aspirativa convencional, a fim de preservar a integridade celular e otimizar a analise
citolégica. A técnica desempenha um papel fundamental no diagnéstico do linfoma,
destacando-se por sua simplicidade operacional e elevada eficacia (Zandvliet, 2016),
sendo imprescindivel que sua realizagdo seja conduzida por profissionais

devidamente qualificados.

Figura 1. Puncao por Agulha Fina (CAF) de linfonodo popliteo direito de cao diagnosticado
com LM. As preparagdes revelaram intensa presenga de populagao linféide homogénea com
predominio de médios a grandes linfécitos (indicado na seta), em permeio raras figuras de
mitose. Ao fundo, discreta presenga de corpusculos linfoglandulares, além de material
proteinaceo amorfo. Coloracdo em Pandtico. Foto realizada em microscopio Optico
Olympus BX 53, em objetiva de 400X.

Nos ultimos anos, também foram introduzidas técnicas moleculares para fins
de diagnostico (Burnett et al., 2003; Aresu, 2014). A técnica de PARR (PCR for
Antigen Receptor Rearrangements) é uma abordagem molecular amplamente
empregada para diagnosticar e caracterizar neoplasias linfoides, tais como linfomas
e leucemias. Por meio dessa técnica, € possivel determinar a clonalidade de células
de origem linfoide mediante a amplificagdo do DNA que codifica as regides variaveis
dos receptores de células B e T (Thalheim et al., 2013).

As técnicas de imunohistoquimica (IH) e citometria de fluxo (CF)

desempenham um papel fundamental na confirmagéao diagnéstica, no estadiamento



e na definicdo do progndstico da doenga, apesar de ainda apresentarem limitagcées
na pratica clinica, seja pela necessidade de bidpsias para a IH ou pelos elevados
custos da CF (Zandvliet, 2016; Zhang et al., 2022). Ressalta-se, contudo, que o

diagnostico por bidpsia associado a IH é considerado o padrao-ouro.

1.5 Alteragoes laboratoriais em caes com linfoma multicéntrico e cutaneo

Dentre as alteragbes hematoldgicas identificadas em caes com linfoma, a
anemia €& a mais comumente relatada, geralmente do tipo normocitica,
normocrémica e arregenerativa. Essa condi¢gdo pode resultar tanto da infiltragdo
neoplasica nos orgaos hematopoiéticos quanto da presenga de sindromes
paraneoplasicas associadas a neoplasia (Capua et al., 2011).

Durante a proliferacao neoplasica, a anemia pode estar acompanhada de
trombocitopenia e leucopenia, possivelmente em virtude da perda da capacidade
imunorregulatéria das células neoplasicas. Essa disfungdo pode favorecer a
ocorréncia de doencas autoimunes, resultando na destruicdo imunomediada das
células sanguineas e, consequentemente, no desenvolvimento de citopenias
(Proenca, 2009, Ribeiro; Aleixo; Andrade, 2015).

Quanto a linfopenia, suas causas no contexto do linfoma incluem a lise
generalizada dos linfocitos, a destruicao de linfécitos neoplasicos, a supressao da
maturacao linfocitaria ou alteracbes na dindmica circulatéria dos linfocitos. Em
alguns casos, a linfocitose também pode estar presente (Proencga, 2009).

A trombocitopenia, por sua vez, pode decorrer da diminuicdo da producao
plaquetaria, relacionada ao comprometimento da medula éssea pelo tumor, a
reducdo da capacidade de formacédo de megacariocitos, ou ainda ao aumento do

consumo e sequestro de plaquetas (Bergman, 2007).

1.6 Tratamento do linfoma multicéntrico e cutaneo canino
O tratamento para o linfoma canino € estabelecido pelo uso de protocolos
quimioterapicos, sendo a forma de tratamento que tem demonstrado maior eficacia
frente as doencas linfoproliferativas em geral (Ogilvie e Moore, 1995; ANAI, 2014).
O protocolo quimioterapico mais comumente utilizado no tratamento do
linfoma multicéntrico canino é o Protocolo de CHOP — 19 semanas (Figura 2), que

consiste na combinagdo das drogas, vincristina, prednisona, ciclofosfamida e
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doxorrubicina. Relatos indicam que este protocolo especifico é capaz de
proporcionar remissdes mais duradouras e aumentar o tempo de sobrevida para

caes diagnosticados com linfoma (Morrison, 2004; ANAI, 2014).
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Figura 2. Protocolo CHOP de 19 semanas para tratamento de linfoma multicéntrico
em caes. Prednisona 2 mg/kg (semana 1), 1,5 mg/kg (semana 2), 1,0 mg/kg (semana
3), e 0,5 mg/kg (semana 4).

Ja para o LC, dentre os protocolos quimioterapicos empregados em seu
tratamento, destaca-se atualmente a utilizacdo da lomustina (CCNU) na dose de 60
a 80 mg/m?, por via oral, a cada 21 dias, associada a prednisona (0,5-2 mg/kg, VO,
SID). Este protocolo é amplamente considerado como terapia de primeira linha,
devido a sua eficacia clinica, facilidade de administracdo e baixo custo. Em
contrapartida, protocolos baseados em poliquimioterapia, como o COP e o COAP —
derivados do protocolo CHOP (acima descrito), com exclusdo da doxorrubicina ou
substituicdo por citarabina — sdo geralmente indicados para casos refratarios a
terapia inicial. Sendo esses protocolos administrados em ciclos de quatro semanas
(Matiz; Jark; Grandi, 2022).

1.7 Via de sinalizagdgo mTOR

Na década de 1970, uma amostra de solo coletada na llha de Pascoa
(denominada “Rapa Nui” na lingua local) revelou a presenga de uma linhagem
bacteriana, Streptomyces hygroscopicus, capaz de sintetizar um metabdlito com
forte atividade antifungica. Apds sua purificagdo, esse metabdlito foi identificado

como uma lactona macrociclica, posteriormente denominada rapamicina, em



referéncia ao local de isolamento. Estudos subsequentes demonstraram que a
rapamicina ndo apenas inibia a proliferagao celular em células de mamiferos, como
também apresentava propriedades imunossupressoras significativas. Esses
achados impulsionaram investigagdes aprofundadas com o objetivo de elucidar o
mecanismo molecular subjacente a sua a¢ao (Wullschleger, 2006), a via mTOR.

A mTOR (Mechanistic Target Of Rapamycin) € uma quinase na qual atua
detectando e integrando diversos sinais ambientais, desempenhando um papel
central na regulacao do crescimento e na manutengdo da homeostase do organismo.
Essa via controla varios processos celulares essenciais e esta associada a um
numero crescente de condigdes patoldgicas, como cancer, obesidade, diabetes tipo
2, e doengas neurodegenerativas (Laplante e Sabatini, 2012).

De acordo com Mathieu Laplante e David Sabatini (2012), as alteragdes
nessa via podem levar a uma atividade celular descontrolada, contribuindo para a
oncogénese. Sendo a via mTOR subdividida em mTORC1 contendo seis e mTORC2
sete componentes proteicos conhecidos (Laplante e Sabatini, 2012).

Especificamente, a via mTORC1 regula amplamente a traducéo de proteinas
e o metabolismo celular por meio da deteccdo de estimulos intracelulares e
extracelulares, como estresse, nutrientes, energia, niveis de oxigénio e fatores de
crescimento (Wullschleger, 2006; Xu; Liu; Wei, 2014). Além disso, o complexo
mTORC1 também fosforila diretamente diversos alvos a jusante na via de
sinalizacao, incluindo a proteina 4E-BP1 (ligadora do fator de iniciagao da tradugao
elF4E), a quinase S6 (S6K), a proteina SREBP (ligadora do elemento regulador de
esterol) e componentes relacionados a autofagia. A ativagado desses alvos promove
a sintese de proteinas e lipidios, a biogénese de lisossomos e o0 metabolismo
energético, além de inibir o processo autofagico (Laplante; Sabatini, 2012; Xu; Liu;
Wei, 2014).

Por outro lado, o complexo mTORC2 apresenta menor sensibilidade a
nutrientes, sendo predominantemente responsivo a fatores extracelulares de
crescimento (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004). Entretanto, o mecanismo
molecular exato pelo qual o mTORC2 detecta a estimulacdo por esses fatores
extracelulares permanece amplamente desconhecido. Atualmente, o Unico aspecto
esclarecido é que a associagcdo do mTORC2 ao ribossomo é essencial para sua
ativacao (Laplante; Sabatini, 2012; Xu; Liu; Wei, 2014). Uma vez ativado, o mTORC2
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fosforila proteinas-alvo fundamentais a jusante, especialmente as quinases da
familia AGC, incluindo Akt, SGK e PKC (proteina cinase C), promovendo a
amplificagdo subsequente da cascata de sinalizagdo necessaria para executar suas
funcdes celulares (Pearce et al., 2010).

As vias mTORC1 e mTORC2 atuam como efetores centrais das principais
vias oncogénicas, como MAPK e PI3K-AKT, frequentemente ativadas por RAS
(Gremke et al., 2020). A sinalizagao sustentada de mTOR tem sido associada a
resisténcia a terapias alvo-dirigidas em diversos tumores, incluindo cancer de
pulmado, mama e melanoma (llagan; Manning, 2016; Gremke et al., 2020).

De acordo com Hoxhaj e Manning (2020) eventos genéticos que levam a
ativacao independente do fator de crescimento da via PISBK—AKT estdo entre os
fatores mais frequentes que causam cancer humano (Hoxhaj e Manning, 2020).

A sinalizagdo desregulada da via PIBK-AKT-mTOR esta envolvida na
patogénese da maioria dos canceres e representa um alvo terapéutico amplamente
explorado. Apesar da disponibilidade de diversos farmacos inibidores dessa via, os
resultados clinicos ainda sao limitados, com exceg¢des observadas em determinados
tipos de neoplasias. No entanto, o avango no entendimento da complexidade dessa
cascata e de suas interagdes com outras vias de sinalizagdo tem favorecido o
desenvolvimento de inibidores mais seletivos, capazes de melhorar a eficacia
terapéutica e reduzir os efeitos adversos associados ao tratamento (Janku; Yap;
Meric-Bernstam, 2018).

Na medicina veterinaria, os farmacos que atuam sobre a via de sinalizagao
mTOR ainda sao empregados de forma experimental (Tabela 3), mas vém ganhando
destaque, sobretudo na oncologia comparada. Entre eles, os rapalogs — como o
sirolimo, everolimo e o temsirolimo — além de farmacos de 22 geracédo como RV1001
(Droit-Volet, et al. 2018), sdo os mais investigados em céaes, principalmente no
tratamento de linfomas e de alguns tumores soélidos, aproveitando-se das marcantes
semelhancas biologicas entre esses modelos e a oncologia humana.

Na medicina humana os rapalogs, como inibidores da via mTOR, tém
demonstrado relevancia clinica tanto no controle de respostas imunes anormais
observadas em doencas hematolégicas benignas quanto no tratamento de
neoplasias hematolégicas (Feng, et al. 2021).
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Ensaios clinicos preliminares demonstram que esses agentes sdo capazes
de modular a proliferagao celular e a angiogénese tumoral, além de potencializar a
resposta a protocolos quimioterapicos convencionais (Ali, et al. 2022). Nesse
contexto, os inibidores da mTOR configuram-se como uma promissora estratégia
terapéutica translacional, com potencial para expandir o arsenal oncoldgico

veterinario nos proximos anos.

Tabela 3. Principais farmacos em estudo experimental na medicina veterinaria que

atuam na via mTOR.

Geragao Farmaco Principal alvo Principais aplicag6es clinicas

12 geragao Sirolimo mMmTORC1 Imunossupressor em transplantes,
(rapalogs)  (Rapamicina) (via FKBP12) doencas proliferativas, esclerose tuberosa

Cancer renal, cancer de mama, tumores

Everolimo mTORCT neuroendécrinos, epilepsias da esclerose
tuberosa
Temsirolimo mTORC1 Carcinoma renal avangado, linfoma de
células B
22 geracéo RV1001 PI3KS Experimental para linfoma ndo-Hodgkin

canino, potencial para linfoma e leucemia
de células B humano

1.8 4E-BP1 (Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E-Binding Protein 1)

A 4E-BP1 é uma proteina reguladora da traducédo que, em sua forma nao
fosforilada, inibe o fator de iniciagdo elF4E. A ativacdo da via mTORC1, estimulada
por nutrientes, fatores de crescimento ou energia celular, promove sua fosforilagéo
e consequente liberacao do elF4E, permitindo a formacao do complexo elF4F e o
inicio da sintese proteica — processo frequentemente exacerbado em células
tumorais (Laplante; Sabatini, 2012).

A desregulacdo da 4E-BP1, frequentemente resultante da ativagao
exacerbada da mTORC1, pode promover a sintese excessiva de proteinas com
potencial oncogénico, favorecendo o crescimento celular descontrolado e a
sobrevivéncia de células neoplasicas. Nesse contexto, a fosforilagdo de 4E-BP1 tem

sido amplamente utilizada como marcador funcional da ativagado da via mTORC1 em
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diferentes tipos de cancer, incluindo o linfoma (Laplante; Sabatini, 2012; Xu; Liu; Wei,
2014).
1.9 S6K1 (Ribosomal Protein S6 Kinase 1)

A S6K1 (ribosomal protein S6 kinase beta-1), também conhecida como
p70S6K, € uma serina/treonina quinase que atua como alvo direto e regulador-chave
via mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1). E ativada por estimulos
mitogénicos e metabdlicos, desempenhando papel fundamental na regulagdo da
sintese proteica, crescimento e proliferagao celular (Sridharan; Basu, 2020).

A hiperativacdo da S6K1 esta implicada em diversas patologias, como cancer,
diabetes tipo 2 e doencgas neurodegenerativas. No contexto oncoldgico, sua
atividade exacerbada contribui para o crescimento celular descontrolado, aumento
da sobrevivéncia das células tumorais e desenvolvimento de resisténcia as terapias
antineoplasicas (Laplante; Sabatini, 2012; Xu; Liu; Wei, 2014; Pearce et al., 2010).

1.10 Via de proliferagao celular RAS

A cascata de sinalizagcdo Ras/Raf/MEK/ERK é uma via-chave envolvida na
regulagdo do ciclo celular, proliferagdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular
(Mccubrey et al., 2007). Cooperando intensamente com a via de sinalizacdo PI3K-
Akt-mTOR, estabelecendo mecanismos de regulagao reciproca positiva e negativa,
por meio dos quais ambas influenciam uma ampla gama de fungdes celulares
centrais (Mendoza; Blenis, 2011; Liu, F. et al, 2018; Nepstad et al., 2020). Diversos
mecanismos de interacdo entre essas vias ja foram identificados, incluindo inibicao
e ativacdo cruzadas, ciclos de retroalimentagdo negativa e convergéncia em
substratos comuns (Nepstad et al., 2020).

A proteina RAS, uma GTPase, desempenha papel central na ativagcao de
diversas cascatas de sinalizacao intracelular (Smith et al., 2020), com a qual
colabora indiretamente para a ativagao da via mTORC1. Dessa forma, mesmo diante
de mecanismos de resisténcia a ativagdo da mTORC1 por estimulos intracelulares
ou extracelulares, a sinalizacdo mediada por RAS pode sustentar, de maneira

indireta, a funcionalidade dessa via (Panwar et al., 2023). Por meio da ativagdo da
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cascata PI3K-AKT, RAS inibe reguladores negativos do mTORC1, favorecendo sua
ativagao, ainda que em condigdes fisiologicas adversas (Glaviano et al., 2023).

Apesar de demonstrarem eficacia em modelos humanos de céancer, os
farmacos que atuam na via RAS/MAPK — incluindo inibidores de KRAS, BRAF, MEK
e ERK — ainda nao tém aplicacgdes clinicas estabelecidas na medicina veterinaria.
Estudos pré-clinicos em tumores caninos sugerem potencial antitumoral, mas seu
uso permanece restrito a pesquisa translacional, demandando avaliagdes adicionais
de seguranca e eficacia antes de integrar protocolos terapéuticos em caes e gatos
(Takada, et al. 2018).

2. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os marcadores 4E-BP1, S6K1 e RAS demonstram potenciais alvos como
ferramentas auxiliares no prognéstico e na compreensao da biologia dos linfomas
caninos. Futuras pesquisas com amostras ampliadas, analise funcional desses alvos
e integracdo com abordagens moleculares avangadas poderao validar seu papel
como biomarcadores e favorecer o desenvolvimento de terapias mais precisas, com

possiveis aplicagbes também na oncologia comparada.
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Resumo

O linfoma é a neoplasia hematopoiética mais frequente em caes e gatos, acometendo
orgaos como linfonodos, pele, trato gastrintestinal, figado, bago, pulmdes, sistema nervoso
central e medula 6ssea. Entre suas formas clinicas, o linfoma cutdneo (LC) ocorre
principalmente em caes adultos a idosos, enquanto o linfoma multicéntrico (LM),
caracterizado por linfadenomegalia generalizada, € a forma mais prevalente. Apesar da
relevancia clinica, ainda ha escassez de marcadores prognésticos especificos na medicina
veterinaria. As vias mMTORC1 e MAPK, centrais na regulagéo da proliferagado celular, tém
sido associadas a patogénese de linfomas. Este estudo avaliou, por imunohistoquimica, a
expressao das proteinas 4E-BP1, S6K1 e RAS em caes com LC (N = 15) e LM (N = 20). No
LC, as médias de expressao foram 9% para 4E-BP1, 5% para S6K1 e 4% para RAS, sem
correlagao significativa com parametros hematoldgicos. Animais com alta expressao de 4E-
BP1 (p = 0,0297) e S6K1 (p = 0,0297) apresentaram maior sobrevida, enquanto RAS nao
se associou ao prognostico. No LM, a expressdo média foi de RAS 12%, 4E-BP1 11% e
S6K1 6%, com RAS e 4E-BP1 significativamente superiores a S6K1. Observou-se
correlagao positiva significativa entre RAS e S6K1 (r = 0,639; p = 0,0024; R? = 0,316), e 4E-
BP1 se associou positivamente com idade (r = 0,454; p = 0,0445) e estadiamento clinico (r
= 0,469; p = 0,0431), embora sem significancia na regressao linear. Nenhum marcador
influenciou parametros hematoldgicos ou sobrevida no LM. Esses resultados indicam que
RAS e S6K1 apresentam associagao positiva, enquanto 4E-BP1 se relaciona com idade e
estadiamento, e que 4E-BP1 e S6K1 podem ser potenciais marcadores prognésticos no LC,
reforcando a importancia da caracterizagdo molecular para diagndstico, progndstico e
desenvolvimento de terapias direcionadas na oncologia veterinaria.




20

1. Introducgao

O linfoma multicéntrico (LM) e cutaneo (LC) representam uma das principais
neoplasias hematopoiéticas mais comuns em caes, com ampla heterogeneidade
clinica, histolégica e prognéstica [1, 2, 3]. Apesar do uso consolidado de métodos
como citologia, histopatologia e imunofenotipagem, os mecanismos moleculares
subjacentes a sua patogénese ainda sdo pouco compreendidos [4, 5]. Nesse
contexto, cresce o interesse pela investigagdo das vias de sinalizagao
PIBK/AKT/mTOR e RAS/MAPK, responsaveis por regular proliferagdo, crescimento,
apoptose e resisténcia terapéutica [6, 7].

A caracterizagao dessas vias tem relevancia na identificacdo de biomarcadores
moleculares com potencial aplicagdo diagnostica, prognostica e terapéutica,
favorecendo estratégias mais personalizadas [8, 9]. A espécie canina desponta
como modelo promissor na oncologia comparada, dada sua similaridade clinica e
molecular com o cancer humano [10, 11].

O LM é caracterizado por linfadenomegalia generalizada e,
imunofenotipicamente, divide-se em linfomas de células B, T ou Natural Killer, com
predominio da linhagem B [11, 8]. Ja o LC, embora menos prevalente, manifesta-se
como infiltrado de linfécitos na pele e apresenta comportamento clinico agressivo,

especialmente na variante T epiteliotropica [3, 12].

PI3K/AKT |
Sobrevivéncia RAF
celular mTORC1 l
e s MEK/ERK
4E-BP1 S6K1
Traducdo e sintese  Crescimento Transcric;éovL Proliferacao
de proteinas celular génica celular

Figura 3. Esquema das vias de sinalizagdo celular mTORC1. Principais cascatas
intracelulares ativadas por receptores tirosina-quinase localizados na membrana
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plasmatica. A esquerda, a via PIAK/mTORC1, envolvendo proteinas-chave como 4E-
BP1 e S6K1, regula processos como crescimento, tradugao proteica e sobrevivéncia
celular. A direita, a via RAS, mediada por RAS, RAF, MEK, controlando a proliferagéo
celular e a ativacdo de fatores de transcricdo, com agao conjunta na PIAK (via
mTORCH1). As setas indicam a diregdo dos eventos.

Estudos apontam o envolvimento das vias mTOR e RAS (Figura 3) na
patogénese de diversos tumores, inclusive os linfomas, com destaque para proteinas
como 4E-BP1 e S6K1 — alvos da mTORC1 — e a proteina RAS, associada a
ativacao de cascatas como PI3K-AKT e MAPK [6, 13, 14]. A analise da expressao
dessas proteinas em cdes com LM e LC pode contribuir para a compreenséo da
biologia tumoral e abrir caminhos para o desenvolvimento de novas abordagens

terapéuticas.

2. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar o perfil de expressao das proteinas 4E-
BP1, S6K1 e RAS em caes diagnosticados com linfoma multicéntrico e cutaneo,
estabelecendo sua relagao com variaveis clinicas e patoldgicas, a fim de identificar

potenciais biomarcadores prognosticos e alvos moleculares para futuras terapias.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Selegao dos animais

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria da UNESP/Jaboticabal-SP (numero
027665/10).

Foram selecionados 35 cées provenientes do atendimento no Hospital
Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — FCAV/UNESP - Campus de
Jaboticabal-SP. Estes foram divididos em 2 grupos: Linfoma multicéntrico (N= 20); e
linfoma cutaneo (N=15).

Pacientes diagnosticados com tumores benignos ou com doengas cronicas
concomitantes ao diagnéstico de linfoma que pudessem influenciar os resultados,

foram excluidos do estudo, bem como animais submetidos ao tratamento com
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quimioterapicos e o uso de anti-inflamatorios ndo esteroidais dentro dos ultimos 15
dias previamente as analises.

Os tutores dos animais que foram utilizados no experimento receberam um
termo de consentimento livre e esclarecido para o uso dos animais.

Dentre os 20 caes diagnosticados com linfoma multicéntrico (Tabelas 8 e 9)
apresentaram idade entre quatro e 13 anos, com uma média de 7,2 anos (+2,48
anos). Quatro pacientes apresentaram recidiva da doenga, com um tempo médio de
8,25 semanas (6,89 semanas) até a recorréncia. O intervalo de recidiva variou de
duas a 19 semanas, demonstrando uma consideravel heterogeneidade entre os
casos estando estas variagdes relacionadas a fatores como subtipo histolégico,
estadiamento inicial da doenga e resposta ao tratamento instituido (CHOP de 19

semanas).

A analise da sobrevida dos pacientes diagnosticados com LM demonstrou uma
ampla variagdo, com valores compreendidos entre 21 e 973 dias. A média de
sobrevida observada foi de 290 dias (248 dias), evidenciando uma grande
dispersao dos dados. Os cées acometidos pertenciam a diferentes racas, sendo a
distribuicdo observada a seguinte: Rottweiler (seis casos; 30%), caes sem racga
definida - SRD (trés casos; 15%), Poodle (dois casos; 10%), PitBull (dois casos;
10%), e as demais ragas com um caso cada — Dog Alemao, Basset, Basset Hound,

Bull Terrier, Fox Terrier, Boxer e Maltés — totalizando sete casos (35%).

Ademais, foi observada uma maior frequéncia da doenca em fémeas (15 casos;
75%) em relagdo aos machos (cinco casos; 25%). Quanto ao estadiamento clinico
no momento do diagnodstico, verificou-se uma predominéncia do estagio IV da
doenga (12/20). Desses, 50% (6/12) pertenciam ao subestadio "b", e os casos

remanescente eram e subestadio “a”, de acordo com a classificacao proposta pela

Organizagao Mundial da Saude para os casos de LM.

Os 15 caes diagnosticados com linfoma cuténeo (Tabela 8) apresentou uma
predominancia de animais sem raga definida (SRD) acometidos, correspondendo a
nove casos do total avaliado (60%). Outras ragas identificadas foram Golden
Retriever (13,3%) e Teckel (13,3%), ambas com dois casos cada, além de Labrador
(6,67%) e Poodle (6,67%), apresentando um caso cada. Quanto a distribuicao por

sexo, as fémeas foram mais frequentes, representando nove casos (60%) contra
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seis casos (40%) observados em machos. A idade média foi de 8,4 anos (+ 2,9

anos), com valores que variaram entre quatro e 14 anos.

3.2 Analises

3.2.1 Exame histopatolégico

Os animais com diagndstico positivo para linfoma em exame citolégico foram
submetidos a exame histopatoldgico, sendo padronizada a remogéo unilateral do
linfonodo popliteo nos casos de linfoma multicéntrico, e bidpsia de pele nos casos
de linfoma cutaneo, processados por laboratério privado. Sendo a classificagao
histopatolégica de acordo com o proposto pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS).

3.2.2 Imunohistoquimica

Para selecdo dos anticorpos, foi levado em consideracdo a reatividade do
mesmo com o tecido canino, com o0s anticorpos monoclonais anti-BP1, anti-S6K1, e
anti-RAS (Tabela 4). A técnica seguiu o protocolo do Laboratério de
Imunohistoquimica do Servigo de Patologia da FMVZ — UNESP — Botucatu/SP.

O bloqueio de proteinas inespecificas foi realizado com o reagente comercial
Protein block (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA). A dilui¢ao inicial do anticorpo
seguiu as recomendagdes de cada fabricante. As modificagdes necessarias em cada
protocolo foram levadas em consideracdo de acordo com cada marcacgao. O tecido
controle positivo selecionado foi o linfonodo de cado sem linfoma, de acordo com a

indicagdo do The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/) e para controle

negativo, a imunoglobulina da espécie do anticorpo primario foi utilizada.
Para avaliacdo da marcacéo, foi levado em consideragao a literatura prévia e
as particularidades de cada marcador, como imunolocalizacdo e padrao de

marcagao.

Tabela 4. Anticorpos monoclonais, 4E-BP1, P-AKT S6K1 e RAS.

Anticorpo Espécie Clones Distribuidor
Anti-4E-BP1 Camundongo Clone D9E Cell Signaling
Anti- P-AKT S6K1 Camundongo Clone T3746 Cell Signaling

Anti-RAS Camundongo Clone AB16795 Abcam
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A classificagdo do imunofendtipo nos casos de linfoma multicéntrico (LM) foi
realizada por meio da técnica de imunohistoquimica, utilizando os anticorpos CD79a

e CD3, com reagentes comerciais (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA).

Para a realizacdo da técnica de imunohistoquimica, os casos selecionados
foram cortados em micrétomo com espessura de 3 pm e distendidos em laminas
préprias para imunohistoquimica (StarFrost, Knittel, Braunschweig, Alemanha) com
0 objetivo de promover maior aderéncia dos cortes as laminas de vidro, evitando
assim a perda do material durante o processamento. Posteriormente, as laminas
foram estocadas em estufa a temperatura de 57°C por 24 horas, e transferidas para
cubas de vidro vertical a fim de realizar a técnica de imunohistoquimica.

ApOs a desparafinizagdo, as laminas foram lavadas em agua deionizada de 3
a 5 vezes, de maneira delicada para evitar o descolamento do tecido. Para a
recuperagao antigénica, utilizou-se uma solugéo de citrato (pH 6,0), diluida na cuba
histologica.

Em panela de pressao (Pascal, Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA) por
15’, seguida de um resfriamento inicial por 30’ dentro da propria panela e por mais
20’ em temperatura ambiente. Apds o resfriamento, as laminas foram lavadas
novamente para remoc¢ao da solugao de citrato, realizando-se de 3 a 5 lavagens com

agua deionizada.

Para o bloqueio de proteinas utilizou-se uma solucédo de leite desnatado a
8%, mantendo as laminas imersas na cuba histolégica por 40’. Em casos de
temperatura ambiente reduzida, as Iaminas foram mantidas em estufa a 37°C. Apés
o bloqueio, as laminas foram lavadas trés vezes com agua deionizada. Em seguida,
foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena utilizando uma solugao de peroxido
de hidrogénio a 8% por 15’ (37°C). As laminas foram lavadas novamente com
solugdo tampao e agua deionizada, utilizando uma piceta para auxiliar na remogao
do excesso de reagentes.

O tecido foi delimitado utilizando-se uma caneta hidrofébica e incubado com
o anticorpo primario overnight em 4°C, utilizando as seguintes diluicoes: 4E-BP1
(1:500), S6K1 (1:500) e RAS (1:100). Posteriormente, as laminas foram lavadas com
solugdo tampéo e incubadas com o anticorpo secundario (Envision Flex/HRP -
DAKO) por 1 hora. Apds a incubagao, realizaram-se novas lavagens com solugéo

tampao, seguido da aplicagao da solucdo de Magenta (100 pL por lamina) por 5'.
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Posteriormente, as laminas foram lavadas novamente com agua deionizada e
submetidas a contracoloragcdo com Hematoxilina de Harris por 1’ desidratadas em
alcool e xilol para consequente montagem da lamina com verniz Acrilex.

Para a avaliagdo da expressao dos anticorpos foram realizadas captura de
cinco imagens aleatérias por lamina (Figura 4) utilizando o microscopio Optico
Olympus BX 53. As imagens foram obtidas com o programa cellSens Standard,
empregando uma objetiva de 400x. Para a analise de coloragao e quantificacéo da
porcentagem de expressao por imunohistoquimica, foi utilizado o software ImagedJ,
empregando a ferramenta de limiar de cor (Threshold Color) para destacar as areas
positivas em amarelo (Figura 5). Os parametros de segmentacéo foram ajustados
conforme as seguintes faixas: matiz (hue: 160-210), saturagao (0-185) e brilho (175-
180 a 200). Esses ajustes permitiram a identificagdo e quantificagdo precisa da
coloragédo, possibilitando uma analise padronizada da expressado dos marcadores

imunohistoquimicos. Sendo excluidos as areas “mortas” das contagens.

Figura 4. Imunohistoquimica de linfoma multicéntrico canino, evidenciando
marcacao résea para o anticorpo 4E-BP1em linfécitos (seta). Objetiva de 400X.
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Figura 5. Andlise de coloragdo imunohistoquimica utilizando o software Image J. A
imagem apresenta um campo histoldgico processado para quantificagdo de marcagao
por imunohistoquimica, onde as areas positivas foram destacadas em amarelo por
meio da ferramenta de limiar de cor (Threshold Color). Os ajustes de matiz (hue),
saturacao e brilho foram aplicados para segmentagao da coloracao.

4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da porcentagem da expressao foram avaliados quanto a média
e desvio padrao, e para fins estatisticos, as amostras foram categorizadas em baixa
ou alta expressao com base na mediana dos marcadores. Amostras com valores
iguais ou inferiores @ mediana foram consideradas com “baixa expressdo” e
amostras acima da mediana “alta expressao”.

As amostras foram agrupadas de acordo com os critérios clinico-patoldgicos e
as analises foram realizadas separadamente para os pacientes com LM e LC. Foi
conferido a normalidade dos dados através do teste de Shapiro-Wilk.

Para as variaveis com distribuicdo paramétrica no linfoma cutaneo, utilizou-se
o teste One-way ANOVA para comparar a expressao entre os anticorpos 4E-BP1,
S6K1 e RAS, e o teste de correlagdo de Pearson para avaliar associagdes entre a

expressao dos marcadores e 0os parametros clinico-patoldgicos.
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No caso do linfoma multicéntrico, cujos dados apresentaram distribuicdo néo
paramétrica, foram aplicados o teste de Kruskal-Wallis para comparacéo entre as
medianas de expressao dos anticorpos e a correlagdo de Spearman para analise de
associagcao com variaveis clinicas e patoldgicas com posterioranalise de regressao
linear.

Para a realizacado da analise de sobrevida os resultados de expressao proteica
de cada anticorpo, foi realizado a correlagdo entre todas as variaveis (raga, sexo,
idade, sobrevida, estadiamento, sinais clinicos, histopatolégico, imunofendtipo,
parametros hematologicos e bioquimicos) através da matriz de correlagdo multipla.
A analise estatistica foi realizada utilizando GraphPad Prism v.8.1.0 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, EUA).

5. RESULTADOS

5.1 Linfoma multicéntrico

A analise histologica revelou que o linfoma difuso de grandes células foi a
variante predominante, sendo identificado em 15 casos (75%). Outras variantes
histolégicas menos comuns corresponderam a cinco casos (25%), sendo, linfoma
linfoblastico: 2 casos (10%), linfoma de grandes células imunoblastico: 1 caso (5%),
linfoma Burkitt-like: 1 caso (5%), e linfoma linfoplasmocitico x zona marginal: 1 caso
(5%).

A caracterizagado imunofenotipica revelou uma predominancia do fenétipo B,
com 17 casos (85%) de linfoma de células B e apenas trés casos (15%) de linfoma

de células T.

5.1.2 Expressao proteica
Para os marcadores avaliados, considerou-se a imunolocalizacio

citoplasmatica com base no Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/). As

medianas de expressao observadas foram de 8,9% (intervalo: 0 — 32,3) para 4E-
BP1, 3,9% (0 — 22,06) para S6K1 e 10,34% (1,41 — 26,34) para RAS (Figura 6).


https://www.proteinatlas.org/
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Linfoma multicéntrico
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Figura 6. Grafico boxplot comparando a expressdo de trés marcadores
imunohistoquimicos (4E-BP1, S6K1 e RAS) em casos de linfoma multicéntrico
canino. Cada simbolo representa um caso positivo, e as barras de erro indicam o
erro padrao da média para cada grupo.

Foi observado diferengas significativas na expresséo dos anticorpos 4E-BP1,
S6K1 e RAS (p = 0,0128). O anticorpo RAS apresentou a maior média de expressao
(12,2 £ 6,5%), seguido por 4E-BP1 (10,3 £+ 8,6%) e S6K1 (6,0 £ 7,0%). Observou-se
que RAS e 4E-BP1 diferiram estatisticamente de S6K1, enquanto este apresenta

expressao intermediaria em relacdo aos demais.

Tabela 5. Expressao dos marcadores 4E-BP1, S6K1 e RAS em caes com linfoma

multicéntrico.

Anticorpo Média + EP (%) (n“fi?\(ii;r:() Valor de P
4E-BP1 10,3 + (8,6)a 8,9 (0 -32,3) 0,0128
S6K1 6,0 £ (7,0)bc 3,9 (0 —22,06)
RAS 12,2 £ (6,5)a 10,34 (1,41 — 26,34)

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Adicionalmente, observou-se uma correlagéo positiva significativa entre os
valores de expressdo dos marcadores RAS e S6K1 (r = 0,6387; p = 0,0024),
conforme ilustrado na Figura 7 para regressao linear (R? = 0,3158, p = 0,0099). A

linha de tendéncia reforga essa associacao, indicando que o aumento na expressao
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de RAS tende a ser acompanhado por um aumento proporcional na expressao de
S6K1.

r=0.6387 (p = 0.0024) L4
R? = 0.3158 (p = 0.0099)

20

-
w
T

101

Expressao de S6K1 (%)

of e oo @ o ° §.__thositi

- Tendéncia linear
i

5 10 15 20 25

Figura 7. Correlacédo entre a expressdo de S6K1 e RAS no linfoma multicéntrico
canino.

Dentre os parametros analisados — incluindo raga, idade, sexo, estadiamento
clinico, sinais clinicos, caracteristicas histopatoléogicas e imunofenétipo — a
expressao do anticorpo 4E-BP1 apresentou correlagdo positiva com as variaveis
idade e estadiamento clinico. Especificamente, observou-se que a expressao de 4E-
BP1 tende a aumentar proporcionalmente com a idade dos animais (r = 0,4538; p =
0,0445) e com o avancgo do estadiamento (r = 0,4685; p = 0,0431). No entanto, a
analise por regresséao linear ndo demonstrou significancia estatistica. As analises
estatisticas ndo demonstraram correlagbes com os principais parametros

hematolégicos avaliados (Ht, He, WBC e neutrdfilos).

5.2 Linfoma cutaneo

A sobrevida média dos caes diagnosticados com linfoma cutaneo foi de 72,6
dias (+ 118 dias), variando amplamente de um a 426 dias, destacando significativa
heterogeneidade na evolugéo clinica. Linfoma epiteliotropico (tipo T) foi o mais
frequente, representando 73,34% dos casos, seguido pelo linfoma nao
epiteliotrépico (tipo B) com 26,67 %.
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5.2.1 Expressao proteica

Para os marcadores avaliados, considerou-se a imunolocalizagao
citoplasmatica assim como no LM com base no Human Protein Atlas. As medianas
de expressao observadas foram de 7,7 % (1,01 — 19,7) para 4E-BP1, 4,08 % (0 —
9,77) para S6K1 e 2,98 % (1,16 — 14,9) para RAS (Tabela 6).

Os dados referentes aos animais diagnosticados com LC apresentaram

distribuicdo normal, optando-se pela utilizagao de teste paramétricos.

Tabela 6 — Expressao dos marcadores 4E-BP1, S6K1 e RAS em caes com linfoma

cutaneo.
Anticorpo Média + EP (%) (r“:ii‘ii:;i) Valor de P
4E-BP1 8,41 = (5,67)a 7,7 (1,01 —=19,7) 0,0167
S6K1 5,08 £ (3,38)ab 4,08 (0-9,77)
RAS 3,84 £ (3,47)b 2,98 (1,16 — 14,9)

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Os valores de expressdo dos anticorpos 4E-BP1, S6K1 e RAS em caes
diagnosticados com linfoma cutaneo (Figura 8) revelaram que o anticorpo 4E-BP1
apresentou os maiores valores médios entre os marcadores avaliados. As variacoes
individuais oscilaram aproximadamente entre 1% e 20%, com média
aproximadamente em torno de 8%. Observou-se ampla dispersao dos dados,
evidenciando heterogeneidade na expressao de 4E-BP1 entre os individuos da

amostra.
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Linfoma cutaneo
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Figura 8. Grafico de dispersdo comparando a expressdo de trés marcadores
imunohistoquimicos (4E-BP1, P-AKT S6K1 e RAS) em casos de linfoma cuténeo
canino. Cada ponto representa um caso positivo, e as barras de erro indicam o erro
padrao da meédia para cada grupo.

A analise de correlagdo entre os marcadores moleculares e os parametros
hematoldgicos (Figura 9) permitiu avaliar possiveis associagdes biolégicas entre a
expressao das proteinas S6K1 e 4E-BP1 e os componentes celulares do sangue
periférico em caes com linfoma cuténeo (N = 15).

Houve correlagdao entre S6K1 e hematocrito (Ht), porém, apresentando-se
fraca e negativa (r = -0,17; p > 0,05), com coeficiente de determinacao (R?) inferior
a 0,03, indicando que menos de 3% da variacado nos valores de Ht pdde ser explicada
pela expressdo da S6K1. De modo semelhante, a relagéo entre S6K1 e a contagem
de hemacias (He) apresentou resultado similar (r = -0,14; p > 0,05), com distribuicao
dos dados sem tendéncia linear clara.

Assim como na proteina 4E-BP1, os resultados também nao revelaram
correlagdo estatisticamente significativa com os parametros hematoldgicos
avaliados. A analise entre 4E-BP1 e leucdcitos (WBC) apresentou correlagao
positiva muito fraca (r = 0,18; p > 0,05), e entre BP1 e neutrdfilos, a correlagao foi
ligeiramente superior, mas ainda assim considerada fraca (r = 0,30; p > 0,05). Apesar
da discreta tendéncia de elevagao dos neutréfilos com maiores niveis de 4E-BP1, os

valores de R? permaneceram baixos, indicando capacidade preditiva limitada.
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Esses resultados sugerem que as expressdes das proteinas S6K1 e 4E-BP1
nado se correlacionam de forma significativa com os principais parédmetros

hematoldgicos avaliados (Ht, He, WBC e neutrdéfilos — Tabela 9) em caes com LC.
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Figura 9. Correlacao entre os anticorpos analisados e parametros hematolégicos em
cées com linfoma cuténeo: (A) expressao de S6K1 e valores de hematocrito (Ht); (B)
expressao de S6K1 e contagem de hemacias (He); (C) expressao de BP1 e contagem
de leucdcitos (WBC); (D) expressao de BP1 e contagem de neutrofilos.

5.3 Comparacao da expressao dos anticorpos no LM e LC canino

No presente estudo, observou-se que os niveis de expressao de 4E-BP1 (alvo
direto do mTORC1) - responsavel por modular a tradugdo proteica - foram
semelhantes entre os casos de linfoma cuténeo e linfoma multicéntrico (Grafico 4),
com valores relativamente elevados proximos a 10%, sugerindo que essa via de
sinalizacdo pode desempenhar papel comparavel na patogénese de ambos os
subtipos de linfoma.
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Ja o anticorpo S6K1 apresentou expressao mais baixa em ambos os tipos,

porém com uma tendéncia de maior expressao nos casos de LM em comparagao ao
LC (Figura 10).
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Figura 10. Expressdo de trés marcadores imunohistoquimicos (4E-BP1, P-AKT
S6K1 e RAS) em casos de linfoma multicéntrico (LM) e linfoma cutaneo (LC) canino.
Sendo: 4E-BP1 (barras azuis), S6K1 (barras vermelhas) e RAS (barras verdes).

5.4 Analise de sobrevida associada a expressao dos anticorpos 4E-BP1, S6K1
e RAS.

Nao foi observada diferenca de sobrevida entre as amostras com expressao
alta versus baixa de 4E-BP1 (p = 0,9394), S6K1 (p = 0,5360) e RAS (p = 0,5360) no
linfoma multicéntrico (LM).

Em contrapartida, no LC foi observado uma maior sobrevida para os pacientes
com alta expressédo de 4E-BP1 (p = 0,0297) em comparagdo aqueles com baixa
expressao. Nao houve diferenca estatistica em relacao a sobrevida e expressao de
S6K1 (p = 0,0297) e RAS (p = 0,3824) (Figura 11).
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Figura 11. Curvas de Kaplan-Meier para andlise de sobrevida em cdes com linfoma
multicéntrico e cutadneo, de acordo com os niveis de expressao dos marcadores (A
e D) 4E-BP1, (B e E) S6K1 e (C e F) RAS, nos casos de LM e LC, respectivamente.

6. DISCUSSAO
A analise de correlagdo entre os marcadores moleculares e os parametros

hematoldgicos ndo revelou associagdes estatisticamente significativas em caes com
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LC. A expressédo de S6K1 apresentou correlagdo negativa muito fraca tanto com o
valor de hemataocrito (%) quanto com o valor de hemacias, demonstrando menos de
3% da variabilidade observada. De modo semelhante, a proteina 4E-BP1 nao
demonstrou relagéo robusta com os parametros hematologicos, embora tenha sido
identificada uma correlagao fraca e positiva com leucdcitos e neutrofilos, porém sem
relevancia estatistica. Esses achados sugerem que a expressédo de S6K1 e 4E-BP1
nao exercem influéncia mensuravel sobre hematopoiese ou resposta inflamatéria
sistémica, reforcando a hipdtese de que seu papel estd mais diretamente
relacionado a processos intracelulares da biologia tumoral do que a alteragdes

detectaveis em parametros hematoldgicos convencionais [15].

A via de sinalizagdo PISK/AKT/mTOR tem papel central na regulacédo do
crescimento celular, metabolismo e proliferacdo, sendo frequentemente ativada em
neoplasias hematopoiéticas [16]. Neste estudo, observamos diferengas significativas
na expressao dos marcadores RAS, 4E-BP1 e S6K1 em linfoma multicéntrico canino
(p =0,0015), com destaque para a maior média de expressao do anticorpo RAS. Os
resultados deste estudo evidenciaram variagcdes significativas na expressdo das
proteinas anti-4E-BP1, anti-S6K1, e anti-RAS entre os subtipos de linfoma
multicéntrico e linfoma cutaneo em caes, sugerindo que tais marcadores moleculares
podem exercer papel relevante na biologia tumoral dessas neoplasias
hematopoiéticas. A analise de correlagcdo com parametros clinico-patologicos, ainda
que em alguns casos sem significancia estatistica, reforga o potencial dessas

proteinas como candidatas a biomarcadores de valor progndstico e alvo-terapéutico.

A menor expressao foi observada para S6K1 (6,0 £ 7,0%), embora ainda
significativa. S6K1 é um substrato classico da mTORC1, e sua ativagdo promove
sintese proteica e crescimento celular. Apesar de sua fungao critica, a menor
expressao relativa pode refletir a complexidade da regulacédo desta via em tumores
linfoproliferativos, com feedbacks negativos e contextos dependentes do
microambiente tumoral. No estudo de Elvers et al. (2019), S6K1 foi avaliado em
linfomas caninos com expressao variavel, sugerindo heterogeneidade na ativagao
da via mTOR [17]. De forma complementar, a proteina S6K1, também alvo direto da
via mTORCH1, - responsavel pela regulagcdo do crescimento celular e da sintese
proteica — apresentou uma expressdo semelhante de S6K1 entre os casos de

linfoma cutaneo e multicéntrico, embora com variabilidade individual entre os
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animais. Esses achados podem sugerir que a participagao da via mTOR-S6K1 pode
ser heterogénea entre diferentes subtipos de linfoma, refletindo possiveis distingoes

no grau de ativagcéo da sinalizagao envolvida na proliferagao tumoral.

A proteina RAS apresentou a maior média de expressédo, sugerindo ativagéo
upstream das vias MAPK e PI3K/AKT/mTOR, ambos relevantes na linfomagénese.
Em cées, a expressao de RAS ainda é pouco descrita em linfomas, mas estudos em
humanos demonstram que mutagdes ou ativacdo da via RAS estdo associadas a
fendtipos mais agressivos de linfomas n&o Hodgkin [18]. Embora mutagbes em RAS
sejam menos frequentes em caes, a ativagcao proteica por vias alternativas pode
justificar sua expressao elevada. Em medicina veterinaria, Carvalho et al. (2021) ja
haviam sugerido a participagdo de proteinas relacionadas a via RAS/MAPK na
progressédo de linfomas de alto grau [19]. A proteina RAS - reguladora chave da
sinalizagao intracelular, envolvida em processos fundamentais como proliferacéo,
diferenciacdo e sobrevivéncia celular — apresentou no presente estudo, uma
expressao significativamente aumentada nos casos de LM em comparacéo ao LC.
Esses achados sugerem um possivel envolvimento diferencial da via RAS na
patogénese dos dois subtipos de linfoma, destacando sua maior relevancia funcional
no LM. Tal resultado pode ainda indicar o potencial da expressdao de RAS como um

marcador molecular diferencial entre os subtipos cutaneo e multicéntrico.

O fator de ligacao a proteina eucariética 4E-BP1 apresentou expressao
intermediaria (10,3 + 8,6%). Este marcador atua como regulador negativo da
traducao de mRNAs e é diretamente fosforilado por mTORCA1. A hiperfosforilagcdo de
4E-BP1 resulta em liberacdo da elF4E e aumento da traducdo de proteinas
associadas a proliferagao e sobrevivéncia celular. Em linfomas humanos, niveis
elevados de 4E-BP1 fosforilado tém sido associados a resisténcia ao tratamento
[20]. Em caes, a literatura ainda é incipiente, dados sugerem que a via mTOR esta

ativada em linfomas B caninos, especialmente em formas de alto grau [21].

A correlacao observada entre RAS e S6K1 pode indicar ativagdo simultanea
dessas vias, associada a maior potencial proliferativo e resisténcia terapéutica. Tal
cenario reforga a relevancia de se considerar multiplos alvos moleculares (RAS e

mTORC1) no desenvolvimento de terapias direcionadas para o LM canino.
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A diferenca de expressao entre os marcadores sugere que, no LM e LC canino,
ha ativagédo preferencial da via RAS-MAPK, com envolvimento secundario, porém
relevante, da via mTOR por meio de 4E-BP1. A menor ativagdo de S6K1 pode indicar
uma via mTOR funcionalmente parcial ou compensada por outras cascatas. Estes
achados reforcam a relevancia do estudo de vias de sinalizagdo em oncologia
veterinaria, com potenciais implicagées no desenvolvimento de terapias-alvo, como
inibidores de mTOR (ex: rapamicina) ou da via RAS/MAPK.

Um estudo realizado por Kobayashi, et al. (2025) identificou a ativagdo da via
PIBK/AKT/mTOR em células de carcinoma prostatico canino, com 3.242 genes
diferencialmente expressos associados a regulacao positiva dessa via. O tratamento
com rapamicina reduziu a viabilidade celular de forma dose-dependente, com
aumento compensatorio da expressdao de AKT e reducdo de mTOR e 4E-BP1,
indicando ativacdo cruzada e possivel resisténcia terapéutica. Esses achados
reforcam o papel central da via PISBK/AKT/mTOR na progressédo tumoral e sua

relevancia como alvo terapéutico [22].

De acordo com Rivera-Calderon et al. (2019) estudo do qual avaliou a
expressdo de marcadores da via mTOR/4E-BP1/elF4E em 17 amostras de
carcinoma prostatico canino, sendo 13 normais e 5 metastaticos, por
imunohistoquimica e gPCR. Observou-se que a via mTOR e elF4E estavam
significativamente elevados, mostrando correlagao positiva entre si, e que elF4E
também se elevou em metastases em comparagao ao tecido normal. Ja a proteina
4E-BP1 apresentou duplicagdo ocasional com elF4E em tumores de alto escore,
sem mutagdes no dominio quinase do gene mTOR. Esses achados confirmam que
a ativagdo da via translacional mTOR—4E-BP1—elF4E esta associada a
agressividade e progressao do cancer prostatico em caes, reforgando seu potencial

como alvo terapéutico [23].

Em estudo clinico randomizado com 324 caes acometidos por osteossarcoma
apendicular, a adicdo de sirolimus — inibidor da via mTORC1 — ao tratamento
padrao (amputacdo e quimioterapia com carboplatina) ndo resultou em aumento
significativo no intervalo livre de doenga ou na sobrevida global. Embora o farmaco
tenha apresentado boa tolerabilidade e niveis plasmaticos adequados, a auséncia
de estratificacdo prévia dos pacientes quanto a ativagdo da via mTOR pode ter
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limitado a eficacia observada. Os resultados indicam que a inibicao isolada da via
mMmTORC1 pode nado ser suficiente em populagbes heterogéneas, ressaltando a
necessidade de biomarcadores preditivos ou terapias combinadas mais

direcionadas [24].

7. CONCLUSAO

Este estudo evidenciou diferengas significativas na expressao de RAS, 4E-BP1
e S6K1 entre linfomas multicéntricos e cutaneos caninos, indicando ativagao
preferencial da via RAS-MAPK e envolvimento secundario, porém relevante, da via
PIBK/AKT/mTOR. A auséncia de correlagdes consistentes com parametros
hematoldgicos sugere que esses marcadores atuam principalmente em processos
intracelulares da biologia tumoral. A elevada expressdao de RAS, associada a
heterogeneidade de 4E-BP1 e a baixa ativagao de S6K1, reforga seu potencial como

biomarcadores diferenciais e alvos terapéuticos em caes com linfoma.

Tais achados ampliam a compreensdo dos mecanismos moleculares
envolvidos na patogénese dos linfomas caninos e ressaltam a importancia da
integragdo da caracterizagdo molecular ao diagnéstico e a definicdo progndstica.
Além disso, apontam para a possibilidade de desenvolver terapias mais
direcionadas, baseadas no perfil individual de expressdo tumoral. Espera-se que,
com o avango das pesquisas em oncologia veterinaria, essas informacdes possam
ser traduzidas em aplicagdes clinicas praticas, contribuindo para desfechos
terapéuticos mais favoraveis, monitoramento mais preciso da resposta ao tratamento

e melhor qualidade de vida aos pacientes acometidos.
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Tabela 7 - Expressao dos anticorpos anti-4E-BP1, anti-S6K1 e anti- RAS, em caes

com linfoma multicéntrico (LM) ou cuténeo (LC). Jaboticabal (SP), 2025.

LM LC

Animais BP1 S6K1 RAS Animais BP1 S6K1 RAS
LM1 1,15 9,92 19,35 LC1 4,91 8,06 1,46
LM2 32,30 10,88 16,76 LC2 18,22 3,72 2,45
LM3 2,93 0,00 10,14 LC3 4,33 3,81 3,67
LM4 8,34 0,00 1,41 LC4 19,74 1,73 1,16
LM5 9,72 15,77 12,47 LC5 12,70 4,08 2,73
LM6 7,38 7,73 11,46 LC6 6,17 7,60 6,22
LM7 22,10 0,00 7,48 LC7 8,04 9,43 2,98
LM8 19,87 5,47 9,81 LC8 7,70 9,77 1,17
LM9 5,11 17,85 10,53 LC9 8,21 0,00 1,97
LM10 21,85 22,06 26,34 LC10 11,03 9,11 14,90
LM11 12,68 0,00 9,89 LC11 3,15 1,17 3,43
LM12 9,36 0,00 3,36 LC12 1,01 1,94 4,10
LM13 12,11 0,00 19,28 LC13 3,47 7,28 3,54
LM14 0,00 0,00 11,03 LC14 14,11 6,95 6,47
LM15 7,67 0,00 9,74 LC15 3,33 1,55 1,37
LM16 10,44 2,33 8,94 - - - -
LM17 16,71 12,24 12,14 - - - -
LM18 0,00 6,60 9,24 - - - -
LM19 4,04 0,00 8,28 - - - -
LM20 2,76 8,60 26,34 - - - -
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Tabela 8 - Caracteristicas epidemiologicas de 20 caes com linfoma multicéntrico.
Jaboticabal (SP), 2025.

Animal

LM1

LM2

LM3

LM4

LM5S

LM6

LM7

LM8

LM9

LM10

LM11

LM12

LM13

LM14

LM15

LM16

LM17

LM18

LM19

LM20

Raga

Sexo

Rottweiler M

Poodle

Dog Alemao F

Rottweiler F

Rottweiler M
SRD M
SRD M

Basset F

BullTerrier F

Rottweiler F

SRD

PitBull

Poodle

BassetHoun F

Rottweiler F

Fox Terrier F

PitBull

Boxer

Rottweiler F

Maltés

Observacoes:

Idad
(anos)

5

1"
12

13

Estadio

b

Vb

la

b

IVb

IV a

IVa

IVb

IVa

IVb

IVb

IVa

IVa

IVb

IVb

IVa

IlIb

Va

IVa

Histopatolégico

Grandes cél..imunoblastico

Linfoma BurkittLike
Difuso de Grandes Células
Difuso de Grandes Células
Linfoma Linfoblastico
Difuso de Grandes Células
Difuso de grandes células
Difuso de grandes células
Difuso de grandes células
Difuso de grandes células
Difuso de grandes células
Difuso de grandes células
linfomalinfoblastico
Difuso de grande células
Difuso de grandes células
Difuso de grandes células
Difuso de grandes células

Linfoplasmocitico x zona
marginal

Difuso de grandes células

Difuso de grande células

Imuno

B

B

B

Recidiva

192 semana

Ausente
Ausente

5% semana de quimio
Ausente

Ausente

7 semanas

Parou a quimio

22 ou 3% semana

a” sem sinais clinicos, e “b” com sinais clinicos inespecificos.

Sobrevida
(dias)

189

644
973
147
259
490
553
21
140
357
380
539
84
133
136
84

105

28
392

147
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Tabela 9 — Caracteristicas hematoldgicas e bioquimico-séricas de 12 caes com

linfoma multicéntrico. Jaboticabal (SP), 2025.

Animais

LM1

LM2

LM3

LM4

LM5

LMé6

LM7

LM8

LM9

LM10

LM11

LM12

HE Hb
(X10 (g/dL)

5/uL)
6,58

3,13
5,93
6,24
5,65
5,54
5,67
5,97
5,69
4,28
5,45

6,12

14,2
8
14,2
12,8
13,5
12,5
12
141
13,8
10,2
12,2

14,8

Ht
(%)

45
23
43
44
38
36
38
41
40
30
39

44

Plaquetas
(X10%/uL)

414.000
116.000
171.000
200.000
94.000
208.000
214.000
198.000
91.000
536.000
385.000

157.000

* Neutrofilos bastonete: 5120.

WBC
(/uL)

25.600*
32.900
6.900
17.700
11.900
11.600
8.700
10.100
6.600
4.400
16.300

4.900

NS
(L)

16.640
16.121
6.072
8.673
9.282
8.120
7.569
7.070
4.554
2.992
14.344

2.793

LF
(uL)

2560

16450

345

9027

2142

1740

783

1414

1320

880

652

1568

EOS
(uL)

768

0

276

885

238

696

87

808

264

163

392

MON
(uL)

512
329
207
531
238
928
261
808
396
528
1.141

147

Creat
(mg/dL)

1,8

0,8
1,4
1,9
1,6
26

1,9

1,5

1,1

ALT
(UIL)

105

2,21
37
36
26

57

20
94
168

62
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Tabela 10 - Caracteristicas epidemiolégicas de 15 cades com linfoma cutaneo.

Jaboticabal (SP), 2025.

Animais Raga Sexo Idade Histopatolégico Imuno So(%n;g\sli)da
LC1 Labrador M 9 anos Linfoma N&o-Epiteliotropico B 155
LC2 SRD F 9 anos Linfoma Epiteliotropico T 6
LC3 SRD F 5 anos Linfoma Epiteliotropico T 41
LC4 SRD M 10 anos Linfoma Epiteliotropico T 1
LC5 Golden R. M 4 anos Linfoma Epiteliotropico T 16
LC6 SRD M 4 anos Linfoma N&o-Epiteliotropico B o4
LC7 SRD F 7 anos Linfoma Nao-Epiteliotropico B 15
LC8 Teckel F 14 anos Linfoma Epiteliotropico T 1
LC9 Teckel F 12 anos Linfoma Epiteliotropico T 59
LC10 Poodle F 7 anos Linfoma Epiteliotropico T 20
LC11 Golden R. F 8 anos Linfoma Epiteliotropico T 23
LC12 SRD F 11 anos Linfoma Epiteliotropico T 151
LC13 SRD F 8 anos Linfoma Nao-Epiteliotropico B 7
LC14 SRD M 7 anos Linfoma Epiteliotropico T 1
LC15 SRD M 11 anos Linfoma Epiteliotropico T 426
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Tabela 11 — Caracteristicas hematoldgicas e bioquimico-séricas de 15 cdes com
linfoma cutaneo. Jaboticabal (SP), 2025.

Animais

LC1

LC2

LC3

LC4

LC5

LC6

LC7

LC8

LC9

LC10

LC11

LC12

LC13

LC14

LC15

Hemacias
(X108/uL)

4,95
3,36
6,62
4,94
6,24
5,27
6,23
3,90
7,74
4,54
6,16
5,92
3,45
4,48

6,95

Hb
(g/dL)

11,4
7,6
13,7
10,7
13,8
12
15,5
8,6
18,5
10,8
13
14
7,8
9,3

15

Ht
(%)

32,4
21,2
40,5
31
40
32,5
42,1
25,7
50,9
29,6
38,3
42
24
29

44

Plaquetas
(X10%/uL)

188
620
337
251
156
65
109
299
471
153
252
256
Fibrina
40

191

WBC
(/uL)

9.300
77.500
12.600
21.200

7.000

4.500

4.000

7.900

4.400
10.900
21.900

9.400
10.000
17.800

6.400

NS
(uL)

5.487
69.750
8.946
19.504
6.300
4.050
2.680
6.794
4.048
9.202
20.586
8.300
8.400
16.400

5.200

LF
(uL)

3.348
2.325
2.520
1.060
140
180
800
632
264
856
438
400
400
200

200

EOS
(uL)

186

1.550

420
180
280

158

214

400
100
200

200

MON
(/L)

279
3.100
1134
636
70
90
160
316
88
321
876
400
1.100
1.100

800

Creat
(mg/dL)

1,2
3,2
1,2
0,9
1
1,6
1,2
0,8
1

0,7

ALT
(UIL)

31
324
99
31
26
20
89
26
62
57
1,79
56
21
33

49





