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AVALIACAO DO C-MYC, BCL2, KI67 E INDICE MITOTICO COMO FATORES
PROGNOSTICOS EM CAES COM LINFOMA DIFUSO DE GRANDES CELULAS B

RESUMO - O linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) € o tipo de linfoma
mais comum em cdes e humanos, caracterizado por seu comportamento agressivo e
por promover tempos de sobrevida variaveis, mesmo quando se utiliza a mesma
abordagem terapéutica. Atualmente, poucos fatores prognésticos tem sido associados
especificamente com LDGCB canino. A imunoexpressdo de C-MYC e Bcl2 é
reconhecida em humanos como fator prognéstico, devido a relacdo desses oncogenes
com proliferacao celular e evasdo da apoptose nessa doenca. O objetivo desse estudo
foi avaliar a imunomarcagdo dos anticorpos C-MYC, Bcl2, e marcadores de
proliferacéo celular Ki67 e indice mitético (IM) em cdes com LDGCB tratados com
protocolo CHOP 19 semanas e correlaciona-la com o tempo de sobrevida e
estadiamento clinico visando defini-los como possiveis fatores progndésticos. Trinta
amostras de linfonodos de cédes diagnosticados com LDGCB foram avaliadas. Para
determinar a marcacao de C-MYC, Bcl2 e Ki67 foi realizada a técnica de imuno-
histoquimica utilizando-se os anticorpos C-MYC, Bcl2 (Santa Cruz Biotechnology) e
MIB-1 (Dako), respetivamente. O IM foi calculado como descrito para outras
neoplasias. A interpretacdo dos resultados da imuno-histoquimica para C-MYC e Bcl2,
foi calculada no porcentagem de area do numero de células marcadas, enquanto a
contagem de Ki67 foi realizada com auxilio de uma graticula, contando-se células
positivas por area de 1 cm2. Foram estabelecidos pontos de corte, calculando-se a
média para todos os marcadores, e posteriormente os valores do C-MYC, Bcl2, Ki67
e a IM foram classificados e definidos como “baixo” ou “alto”. Amostras classificadas
como alto C-MYC e alto Bcl2, concomitantemente, foram definidas como alvo duplo
MYC/Bcl2. A média de C-MYC foi de 21 (intervalo: 2,5-53,5), de Bcl2 foi de 32,5
(intervalo: 16,9 — 76,8), de Ki67 foi de 107 (intervalo: 1 — 446) e de IM foi de 21
(intervalo: 0-73). Quando comparados os tempos de sobrevida para cada marcador,
observou-se que o Ki67 apresentou diferenca significativa entre as médias dos grupos
baixo (281 dias) e alto (91 dias) (p<0,05). Nao houve relacdo do alvo duplo MYC/Bcl2
com tempos de sobrevida (p>0,05), assim como ndo houve associacdo entre a
imunomarcacao dos anticorpos com o estadiamento clinico. Porém, houve correlagéo
positiva entre C-MYC e Bcl2 (p<0,05) e entre Ki67 e IM (p<0,0001). A expressao
imuno-histoquimica dos anticorpos C-MYC e Bcl2, individualmente ou em alvo duplo,
ndo parece constituir um fator prognostico em caes com LDGCB. Porém, valores
acima de 107 células positivas de Ki67 podem estar associados com tempos de
sobrevida mais curtos em cdes com LDGCB tratados com protocolo CHOP 19
semanas.

Palavras-chave: apoptose, imuno-histoquimica, linfoma multicéntrico, proliferacéo
celular



EVALUATION OF C-MYC, BCL2, KI67 AND MITOTIC INDEX AS PROGNOSTIC
FACTORS IN DOGS WITH DIFFUSE LARGE B CELL LYMPHOMA

ABSTRACT - Diffuse large B cell ymphoma (DLBCL) is the most common type
of lymphoma in dogs and humans, being characterized by its aggressive behavior with
variable survival times, even when same therapeutic approach is used. Currently, few
prognostic factors are described in the literature regarding canine DLBCL.
Immunoexpression of C-MYC and Bcl2 is recognized in humans as a prognostic factor
in DLBCL, product of the relationship between these oncogenes with cellular
proliferation and apoptosis escape. The objective of this study is to evaluate the
immunolabeling of C-MYC, Bcl2, and markers of cellular proliferation Ki67 and mitotic
index (MI) in dogs with DLBCL treated with 19 weeks CHOP protocol and correlate
them to survival times and clinical stage in order to identify new prognostic factors.
Thirty lymphnode samples of dogs diagnosed with DLBCL were evaluated. For
immunoexpression of C-MYC, Bcl2 and Ki67, we perform immunohistochemistry using
the antibodies C-MYC, Bcl2 (Santa Cruz Biotechnology) and MiIB-1 (Dako),
respectively. MI was calculated as previously discussed in other tumors. The
interpretation of the immunohistochemistry results for C-MYC and Bcl2 was based on
the expression level of the area of positive cells, whereas a grid reticle was used for
counting Ki67 positive cells in a total area of 1 cm2. Cutoff values for all markers were
established calculating the mean value and then the C-MYC Bcl2, Ki67 and MI values
were classified and defined as “low” and “high”. Cases classified as high C-MYC and
high Bcl2, were defined as double target MYC/Bcl2. Mean values were 21 (range: 2,5-
53,5) for C-MYC, 32,5 (range: 16,9-76,8) for Bcl2, 107 (range: 1-446) for Ki67 and 21
(range: 0-73) for MI. Only Ki67 immunoexpression was found to be statistical different
when survival times were compared between groups low and high (281 days vs 91
days). When double target MYC/Bcl2 was analyzed, no relationship was identified with
survival times (p>0,05). Additionally, an association between the antibodies
immunoexpression and clinical staging was not identified. However, a positive
correlation between C-MYC and Bcl2 (p<0,05) and, Ki67 and MI (P<0,0001) was
established. The immunohistochemistry expression of the antibodies C-MYC and Bcl2,
individually or in double target, does not appear to constitute a prognostic factor in
dogs with DLBCL, whereas a value of Ki67>107 positive cells can be used in dogs with
DLBCL to foresee shorter survival times when treated with 19 weeks CHOP protocol.

Keywords: apoptosis, cellular proliferation, immunohistochemistry, multicentric
lymphoma
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1 INTRODUCAO

O linfoma € o tumor hematopoiético mais frequente em cées e constitui o
segundo tumor mais comum nessa espécie, compreendendo 7-24% de todas as
neoplasias (VAIL et al., 2013; RICHARDS; SUTER, 2015). No Reino Unido, este tumor
apresenta uma incidéncia anual de 107 casos a cada 100.000 cédes (DOBSON et al.,
2002), o que sugere que, no Brasil, mais de 55000 caes podem ser diagnosticados
com linfoma a cada ano, considerando uma populacdo de 52 milhdes de cades em todo
o territorio nacional (IBGE, 2013).

O linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) constitui o tipo histolégico de
linfoma mais comum em céaes e homens (SWERDLOW et al., 2008; PONCE et al.,
2010; VALLI et al.,, 2011). Varias semelhancas sdo observadas em ambas as
espécies, desde aquelas relacionadas a etiologia até o tipo de resposta a tratamentos
(RICHARDS et al., 2013; RICHARDS; SUTER, 2015). A maioria de pacientes morrem
pela doenca, apresentando tempo de sobrevida variavel, inclusive quando se utiliza o
mesmo protocolo quimioterapico (VAIL et al., 2013; MARCONATO et al., 2014). Na
espécie humana, existem fatores prognosticos bem definidos para o LDGCB (HONG
etal., 2014; ZHOU et al., 2014; KEAM et al., 2015), porém, considerando-se a espécie
canina, apenas o indice linfocito/mondcito e o valor de Ki67, ambos determinados por
citometria de fluxo, foram recentemente definidos como fatores progndsticos
confiaveis (MARCONATO et al., 2015; POGGI et al., 2016).

Assim como pode ser observado na maioria das neoplasias malignas, as vias
da apoptose e da proliferacao celular estdo frequentemente alteradas em LDGCB
(ALIZADEH et al., 2000; BAI et al., 2005). Considerando-se o LDGCB humano, o
aumento da expressao de oncogenes Bcl2 e C-MYC, assim como da proteina anti-
apoptotica Bcl2 ou do fator de transcricdo C-MYC, podem ser considerados fatores
prognésticos negativos (IQBAL et al., 2006; KLUK et al., 2011). Adicionalmente, a
expressdo associada dessas proteinas € denominada “alvo duplo”, comumente

relacionado com um comportamento agressivo, caracterizado por baixa resposta a



quimioterapia (JOHNSON et al., 2009; SNUDERL et al., 2010; TOMITA 2011; GREEN
et al., 2012). Na espécie humana, a acao sinérgica entre a expressao dos genes Bcl2
e MYC, constitui um fator prognostico independente do indice de progndstico
internacional (IPI) e do subtipo molecular LDGCB (GREEN et al., 2012, JOHNSON et
al., 2012). Por outro lado, apesar do Ki67 ter sido considerado um fator progndstico
em LDGCB humano (MILLER et al.,1994), vérios autores ndo comprovaram a

associacdo de marcadores de proliferacao celular com o tempo de sobrevida em caes
com LDGCB (KIUPEL et al., 1999; DOBSON et al., 2001; FLOOD-KNAIP et al., 2013;
ZACCHETTI et al., 2013).

Assim, este estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a marcacdo imuno-
histoquimica dos anticorpos C-MYC, Bcl2 e MIB-1 (Ki-67), bem como o IM,
associadamente com a sobrevida de cdes com LDGCB, além de verificar possiveis

relacdes dos marcadores com estadiamento clinico do tumor.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Linfoma em caes

O linfoma é o principal tumor hematopoiético em cées e caracteriza-se por uma
proliferacdo maligna de células linfoides que acomete qualquer tecido (TUREK et al.,
2008), mas originam-se principalmente de 6rgaos linfoides como linfonodos, baco e
medula 6ssea (DALECK; CALAZANS; DE NARDI, 2009). A idade de maior incidéncia
oscila entre seis a nove anos (VAIL et al., 2013) e ndo ha comprovacao de predilecédo
sexual (TESKE et al., 1994).

Existem diferentes elementos associados ao desenvolvimento do linfoma,
favorecendo a hipétese de uma origem multifatorial (VAIL et al.,, 2013). Assim,
variadas técnicas em biologia genética tém sido utilizadas para pesquisa de alteracdes
em vias de sinalizagcdo, aberrac6es cromossémicas e mutacdes genéticas herdadas
ou adquiridas que podem levar a ativacdo de proto-oncogenes (como Bcl2 e MYC) ou
inativacdo de genes supressores (como TP53), e alteracdes em transduc¢ao de sinais
que sao descritas tanto em humanos como em cées (RICHARDS; SUTER 2015). A
relacdo entre linfoma canino e humano reforga-se pelo fato do tumor apresentar vias
moleculares comuns entre as espécies, destacando-se principalmente a via do Nf-kB,
a do receptor de células B, a via antiapoptética Bax/BCL2 e a via do supressor tumoral
pl6/Rb, além de semelhancas entre técnicas de hibridacdo genémica comparada, da
qual se encontrou desregulagdo nos genes MYC, PDGFRa, KIT, HSF1 e LDHB
(ARICO et al., 2014; RICHARDS; SUTER 2015). Além da origem genética, agentes
infecciosos, fatores ambientais ou imunolégicos e mais recentemente a metilagdo do
supressor tumoral TFPI-2 como mecanismo epigenético em LDGCB de caes foram
descritos (VAIL et al., 2013, FERRARESO et al., 2014).
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Histologicamente, o linfoma €& classificado em Hodgkin e n&o-Hodgkin,
dependendo da presenca de células Reed Sternberg. O linfoma Hodgkin € o mais
frequentemente diagnosticado nos humanos com incidéncia de 85%, enquanto o
linfoma ndo-Hodgkin acomete 15% dos casos (CANCER RESEARCH UK, 2013). Em
cédes, o linfoma tipo Hodgkin ndo é diagnosticado, uma vez que as células Reed
Sternberg ndo sao identificadas no tumor, sendo 100% dos linfomas classificados
como nao-Hodgkin. O LDGCB ¢ o tipo histolégico mais frequente na espécie humana
e veterinaria (SWERDLOW et al., 2008; PONCE et al., 2010; VALLI et al., 2011),
sendo constituido por células linfoides malignas arredondadas em padrédo difuso e

com nucleos amplos, como ilustrado na Figura 1.

Figura 1 Fotomicrografia de LDGCB em linfonodo de cdo. Observam-se células
linfoides malignas em padréo difuso de formato arredondado com nucleos
amplos, moderado pleomorfismo, citoplasma escasso e nucléolo central
(seta) ou multiplos nucléolos (cabeca de seta). HE, 40x.

A forma mais comum de localizacdo anatébmica do LDGCB em cdaes é a
multicéntrica, acometendo, na maioria dos casos, os linfonodos periféricos (VALLI et
al., 2011). O envolvimento de linfonodos mesentéricos ocorre em 15 a 20% dos casos
ao passo que a pele esta comprometida em até 10%; a apresentacao primaria em
outros 6rgdos como o0 baco e o mediastino s6 foi confirmada em 5% dos casos de

LDGCB (VALLI et al., 2011). Os sinais clinicos sédo inespecificos (apatia, hiporexia,



perda de peso), entretanto, a maioria dos animais acometidos permanece
assintomatica (DALECK; CALAZANS; DE NARDI, 2009).

Nos exames laboratoriais, observa-se principalmente anemia normocitica
normocromica decorrente de doenga crénica e eventualmente a anemia hemolitica
também pode se manifestar em caes com linfoma (MADEWELL, FELDMAN, 1980).
Em casos de invasao medular por linfocitos malignos (mieloftise), trombocitopenia e
leucopenia podem estar presentes (VAIL et al., 2013). As alteracGes bioquimicas sao
variaveis, portanto, valores de enzimas renais e hepaticas (creatinina, ureia, ALT,
AST, fosfatase alcalina) s6 estardo aumentadas em casos de invasao pelos linfocitos
aos diferentes 6Orgdos abdominais. A hipercalcemia constitui uma sindrome
paraneoplasica frequentemente descrita em linfoma mediastinal de imunofenétipo T
(VAIL et al., 2013), porém ndo ha informagfes sobre a incidéncia da hipercalcemia
especificamente em LDGCB.

O diagnéstico do LDGCB requer uma avaliacdo morfologica do tecido que
constitui o tumor. Na maioria dos casos, uma avaliacao citoldégica permite estabelecer
o diagndéstico, porém, o exame histopatoldgico é considerado o padrao ouro (VAIL et
al, 2013). Além de sua morfologia, técnicas complementares como as de imuno-
histoquimica, imunocitoquimica, citometria de fluxo e reacdo em cadeia da polimerase
do reordenamento do receptor de antigeno (PARR, do inglés Polymerase Chain
Reaction for Antigen Receptor Rearrangements), também podem auxiliar a definir o

imunofendtipo, taxas de proliferacéo e clonalidade (THALHEIM et al., 2013).

Posteriormente ao diagnostico, o conhecimento da extensdo da doenca ou
estadiamento é indispensavel. Para isso, deve-se identificar o envolvimento de
linfonodos periféricos e de outros 6rgaos néao linfoides, proceder com radiografias de
térax em trés projecdes ou tomografia computadorizada e ultrassom abdominal, além
de avaliar a medula 6ssea mediante mielograma (VAIL et al., 2013). Adicionalmente,
o estadiamento clinico envolve o subestadio, considerando-se o subestadio “a@”
quando nao existem sinais clinicos decorrentes do linfoma, e “b”, quando os sinais
clinicos estdo presentes (febre, apatia, anorexia, vémito, diarreia) (VAIL et al., 2013).

O estadiamento seguindo a classificacdo WHO é descrito na Tabela 1.



Tabela 1. Sistema de estadiamento clinico seguindo a classificacdo WHO para
linfoma canino (VAIL et al., 2013).

Estadio Descricao

I Envolvimento limitado a um linfonodo ou 6rgéao linfoide

(com excec¢do da medula 6ssea)

I Envolvimento de varios linfonodos em um regido do

corpo

1l Envolvimento de todos os linfonodos

\Y Envolvimento de todos os linfonodos e figado e/ou
baco
Vv Estadio Il ou IV e manifestacdo em sangue, invasao

na medula éssea e/ou outros 6rgdos néao linfoides

Subestadio
A Sem sinais clinicos
B Com sinais clinicos

Os critérios da classificacao histopatolégica dos linfomas baseiam-se em sua
morfologia distintiva e caracteristicas imunofenotipicas. Muitos sistemas foram
empregados para classificar o LNH em humanos e algumas dessas classificacfes
foram aplicadas também a caes (The National Cancer Institute Working Formulation e
o sistema atualizado de Kiel) (VAIL et al., 2013). Entretanto, o sistema adotado pela
World Health Organization (WHO) (VALLI et al., 2011) buscou classificar o linfoma
relacionando-o a anatomia, histologia, tipo celular e imunofendtipo (B, T ou ndo-B néo-
T) e obteve concordancia de 83% entre patologistas, tornando-se o sistema de

classificacdo mais aplicavel e mais utilizado mundialmente (VAIL et al., 2013).

Em humanos, o LDGCB € o subtipo mais comum e € descrito como o tumor
maligno linfoide mais frequente e um dos mais agressivos, caracterizado pelo rapido
crescimento e comportamento biologico e clinico heterogéneo (HUNT; REICHARD,
2008; NASTOUPIL; ROSE; FLOWERS, 2012). Em cées, o LDGCB também ¢é o
subtipo de linfoma mais comum (VALLI et al., 2013), e embora ambas as espécies

inicialmente apresentem rapida resposta a quimioterapia (taxa de remissdo até de



90% em cées), quase invariavelmente ocorre a resisténcia ao tratamento resultando
na recidiva do linfoma (MUDALIAR et al., 2013).

De maneira semelhante aos homens, o LDGCB em cées é considerado uma
doenca sistémica agressiva e deve ser tratado com poliquimioterapia. O protocolo
mais utilizado em cdes € o CHOP, que é constituido por uma combinacdo de
ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisolona com uma taxa de resposta de
80 a 95% e tempo médio de sobrevida de 12 meses, porém, taxas de resposta e
duracdo da remissdo sao variaveis e dependem da presenca de fatores progndésticos
(KELLER et al., 1993; KAISER et al., 2007; SIMON et al., 2008; VAIL et al., 2013). Em
humanos, a presenca desses fatores encontra-se melhor estabelecida e, em alguns
casos, 0 tratamento € complementado pelo emprego de outras terapias como
radioterapia e imunoterapia (ZELENETZ et al., 2014).

Os fatores progndsticos mais importantes envolvidos em linfoma canino séo o
imunofendtipo e o estadiamento clinico: diversos estudos comprovam que O
imunofendtipo T promove prognéstico desfavordvel quando comparado ao
immunofenotipo B (TESKE et al., 1994; RUSLANDER et al., 1997; MARCONATO et
al., 2011; VAIL et al., 2013), assim como relatam-se tempos de sobrevida mais curtos
em pacientes clinicamente doentes (subestadio b) em relacdo aos assintomaticos
(subestadio a) (TESKE et al., 1994; JAGIELSKI et al., 2002; VAIL et al., 2013). Outros
fatores como hipercalcemia, anemia, linfadenopatia mediastinal cranial, estadio V,
tratamento prévio com corticoide e a neutropenia durante o tratamento quimioterapico,
podem estar associados com tempos de sobrevida mais curtos ou baixa taxa de
resposta a quimioterapia (TESKE et al., 1994; ABBO; LUCROQY, 2007; MILLER et al.,
2009; MARCONATO et al., 2011; WANG et al., 2015), porém, esses estudos ndo
consideram os tipos histoldgicos de linfoma. Especificamente para o LDGCB apenas
a relacdo monacito/linfocito e o valor de Ki67, mediante citometria de fluxo, foram
identificados como fatores prognosticos. (MARCONATO et al., 2015; POGGI et al.,
2016).



2.2 Relacédo entre Bcl2, C-MYC, e indices de proliferacao celular Ki67 e IM em
LDGCB

Entre os principais pilares do céancer, a evasdo da apoptose e o potencial de
proliferagdo ilimitada foram reconhecidos como mecanismos envolvidos no
desenvolvimento tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Assim, as coexpressoes
do oncogene MYC e da primeira familia relatada de oncogenes relacionada a
apoptose, BCL2 (CHONGHAILE et al., 2011), foram associadas a patogénese do
linfoma (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Dentro desse contexto, o Bcl2 foi associado
com o subtipo Centro Germinal de células B em humanos e demostrou ter relacdo
com prognostico desfavoravel (BAI et al., 2004, LETAI, 2008). Esta proteina origina-
se de um erro no controle da transcricdo do gene BCL2 (TOMITA, 2011). Em cées,
existe evidéncia da expresséo desta proteina em tumor venéreo transmissivel (TVT)
(STOCKMANN et al., 2011). Ja em linfomas, a proteina Bad que forma parte da
familia do gene BCL2, mostrou marcacdo acentuada por imuno-histoquimica em
linfomas especialmente do tipo B (DETTWILER et al., 2013).

O gene C-MYC encontra-se ampliado em véarios tipos de neoplasias em
humanos e em cédes (DANG 1999, INOUE; SHIRAMIZU_1999;) e é considerado um
dos genes que possuem potencial neoplasico dentro da familia de oncogenes MYC,
a qual esta envolvida na regulacdo da apoptose e processos celulares como
metabolismo, proliferacdo e diferenciacdo celular (TOMITA 2011; HORN et al., 2013).
A alta expressdo imuno-histoquimica do MYC estd associada com prognostico
desfavoravel em homens com LDGCB, uma vez que promove tempo de sobrevida e
periodo livre de doenca mais curtos (HORN et al., 2013; ZHOU et al., 2014). Além
disso, quando associado com a expressdo imuno-histoquimica de Bcl2, estes
constituem um “alvo duplo”, frequentemente associado com pior prognéstico em
LDGCB e algumas leucemias humanas (TOMITA, 2011; GREEN et al.,, 2012,
JOHNSON et al.,, 2012). Essa associacdo demostrou ser um dos primeiros
mecanismos que quando acionados, permite as células tumorais evadirem da

apoptose, ja que a funcdo anti-apoptética do BCL2 associada com o aumento da



proliferagéo induzido pelo MYC, resultam na proliferacdo descontrolada (HANAHAN;
WEINBERG, 2000).

O Ki67 é uma proteina expressada em todas as fases do ciclo celular com
excecdo da fase GO e maior expressdo na mitose. Em linfomas, Miller et al., (1994)
demostrou que este fator de proliferacdo celular apresentou relagdo com o
prognéstico. Por outro lado, em cées, sua relacdo com o grau histolégico e
comportamento biolégico mais agressivo tem sido descrita (FOURNEL-FLEURY et al.,
1997). Embora a associacao entre Ki67 e prognéstico ainda seja discutida (KIUPEL et
al., 1999; ZACCHETTI et al.; 2013; VAIL et al., 2013), a relagéo da sua expressado com
mais fatores prognoésticos podem produzir informacdes valiosas sobre o
comportamento do linfoma em cées, como ja demonstrado em humanos (BROYDE et
al., 2009). O anticorpo utilizado para identificar o Ki67 em reagbes de imuno-
histoquimica é o MIB-1, amplamente empregado na avaliacdo de alguns tipos de
linfomas agressivos e outros tumores em humanos (CATTORETTI et al., 1992, NETO
etal., 2001). Em caes, a utilizacdo do MIB-1 também descreveu-se em varios tumores,
demonstrando resultados varidveis (WATERS et al., 1997; ROELS et al., 1999;
MATIASEK et al., 2009), porém, sua associacdo com LDGCB e outros marcadores

nao foram relatadas.

Assim como Ki67, o indice mitético (IM) também é um indicador de proliferacao
celular que foi identificado como fator prognéstico em linfoma nao-Hodgkin humano
(AKERMAN et al.,, 1987) e outros linfomas de células B (RATY et al.,, 2002;
SCHRADER et al., 2004). Apesar de algumas pesquisas terem sugerido que o IM néo
constitui um fator prognéstico em diferentes tipos de linfoma canino (KIUPEL et al.,
1999, DOBSON et al., 2001, FLOOD-KNAIP et al., 2013), um estudo realizado com
379 caes com linfoma multicéntrico revelou uma relacao significativa entre tempo de
sobrevida curto e IM superior a 21 (VALLI et al., 2013).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao de casos

Foram selecionados blocos de parafina contendo amostras de linfonodos de
caes com linfoma, atendidos em centros veterinarios do Estado de Sao Paulo, a partir
de janeiro de 2009 até janeiro de 2015. Todos os pacientes cumpriram dois critérios
de inclusdo: (1) diagnostico histopatolégico de LDGCB seguindo-se a classificacéo
WHO (VALLI et al., 2011), (2) tratados exclusivamente com protocolo CHOP 19
semanas (ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina e prednisona) preconizado pela
universidade de Madison-Wisconsin (VAIL et al., 2013). Adicionalmente, foram
selecionadas como controle, 5 amostras de linfonodo popliteo de cdes saudaveis.
Dados clinicos e epidemioldgicos dos pacientes, como raca, peso, idade, sexo, sinais
clinicos e tempo de sobrevida foram obtidos dos prontuarios de cada animal. O
estadiamento clinico foi estabelecido por exame fisico completo, hemograma,
bioquimica sérica basica (creatinina e alanina aminotransferase), ultrassom abdominal
e radiografias de térax em trés projecdes. Puncdo de medula 6ssea foi realizada em
pacientes com evidéncia de linfécitos atipicos no sangue periférico, linfocitose ou
pancitopenia detectada no primeiro hemograma (VAIL et al., 2013). O subestadio foi
classificado em “a@” quando nao existiam sinais clinicos e “b” quando o paciente

apresentava sinais gastrointestinais, respiratorias, febre, depresséo ou letargia.

Considerou-se como tempo de sobrevida, o tempo transcorrido entre o dia da
consulta e o 6bito dos animais. Para estimar o tempo de sobrevida dos animais que
permanecem vivos, considerou-se a data do ultimo retorno ao hospital veterinario.
Todas as amostras foram avaliadas pelo mesmo patologista e a imunofenotipagem foi
realizada mediante técnica de imuno-histoquimica utilizando os anticorpos CD3 para

identificar linfécitos T e CD79a para linfécitos B.



3.2 Técnica de imuno-histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica foi utilizada para determinar a marcacéao do C-
MYC, Bcl2 e Ki67 e realizou-se no Laboratério de Imuno-histoquimica da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da UNESP, Campus Botucatu. Os
espécimes incluidos em parafina foram submetidos a cortes de trés micrémetros e
montados em laminas silanizadas (Starfrost — Knittel). Em seguida, as amostras foram
submetidas a rea¢fes imuno-histoquimicas, utilizando-se anticorpos C-MYC, clone c-
19 (1:300, Santa Cruz Biotechnology), anti-Bcl2, policlonal (1:500, Santa Cruz
Biotechnology) e MIB-1 (1:100, Dako).

ApoOs desparafinizagdo e hidratagdo, os cortes foram submetidos a
recuperacdo antigénica com tampao citrato pH 6, em camara de pressdo Pascal
(DakoCytomation). O blogueio da peroxidase enddgena foi realizado com solucéo de
bloqueio pronta para uso (Spring Biosciences) seguindo indicacdes do fabricante.
ApoOs essa etapa, procedeu-se o bloqueio de reacdes inespecificas com protein block
(Novocastra) e os cortes foram incubados com os anticorpos primarios durante duas
horas a temperatura ambiente de 27° C. O anticorpo secundario HistoFine (Nichirei
Biosciences) foi utilizado nas reacdes e a revelacdo foi obtida pelo substrato
cromogénico diaminobenzidina (DAB) (Novolink). A contra-coloracao foi realizada com
hematoxilina de Harris. Como controle positivo, utilizou-se uma amostra de préstata
canina sabidamente positiva para o C-MYC, uma amostra de tonsila humana para o
Bcl-2 e uma amostra de linfoma canino sabidamente positivo para o MIB-1. Os
controles negativos foram feitos substituindo-se os anticorpos primarios por diluentes

de anticorpo.



3.3 Andlise dos resultados

Para os marcadores C-MYC e Bcl2 a interpretacdo dos resultados da imuno-
histoquimica foi calculado por porcentagem de area de células neoplasicas marcadas.
Este célculo foi realizado sob microscopia de luz, escolhendo-se aleatoriamente areas
positivas na objetiva de 10x e posteriormente, avaliando-se a média de cinco campos
na objetiva de 40x, com o auxilio do equipamento de analise de imagens (ImageJ
1.49) acoplado em um microscopio de luz (Nikon E200). Para Ki67, optou-se pela
técnica de contagem descrita por Webster et al., (2007) para mastocitoma canino,
deste modo escolheram-se as areas com maior marcacao na objetiva de 10x e contou-
se manualmente o total do nimero de células positivas em uma area de 1 cm?2,
utilizando-se graticula de 10 x 10 mm acoplada a microscépio de luz (Nikon E200).
Foram avaliados cinco campos na objetiva de 40x para estabelecer a média de
marcacdo. Para determinar IM, utilizou-se a técnica descrita por Romansik et al.,
(2007), sendo assim, contou-se o total de figuras mitéticas em 10 campos na objetiva

de 40x, nas areas de maior atividade mitotica e calculou-se posteriormente a média.

Foram estabelecidos pontos de corte para todos os marcadores, calculando-se
as médias de células positivas para C-MYC, Bcl2, Ki67 e do IM. A média da
porcentagem das amostras positivas para C-MYC foi de 21 e para o Bcl2 foi de 32,5.
A média do numero de células positivas para Ki67 foi de 107 e do IM de 21.
Posteriormente, os valores de C-MYC, Bcl2, Ki67 e IM foram classificados e definidos
como “baixo” ou “alto” tendo como referéncia o ponto de corte ja citado. Para se
estabelecer o alvo duplo MYC/Bcl2 aplicou-se sistema de escores semelhante ao
descrito por Green et al. (2012), considerando-se como verdadeiro alvo-duplo

somente o escore 2 (Tabela 2).



Tabela 2. Escores de marcacao para o Bcl2 e C-MYC utilizados para estabelecer o

alvo-duplo.
BCL2 C-MYC
Escore O < 30% < 20%
< 30% >20%
Escore 1
> 30% < 20%
Escore 2 > 30% > 20%

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. Para
comparar as meédias entre C-MYC e o grupo controle, utilizou-se o teste de Mann-
Whitney. Para comparar as médias entre Bcl2 e o grupo controle, utilizou-se o teste t.
Os graus de associacao entre os diferentes marcadores foram estimados através do
coeficiente de correlacdo de Spearman. O teste exato de Fisher foi aplicado para
investigar possiveis associacdes entre 0os marcadores e o estadiamento clinico
(estéadios 11l ou IV e subestadio a ou b). Curvas de sobrevida foram estimadas e
comparadas entre os grupos “baixo” e “alto” de cada marcador e entre os escores 0,
1 e 2 do alvo duplo, utilizando-se o método de Kaplan-Meier e teste de log-rank. Para
estas analises, utilizou-se o programa GraphPad Prism, versao 6.0. Os resultados

foram considerados estatisticamente significativos quando p< 0,05.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dados da populagéo

As racas mais acometidos neste estudo foram os da raca Rottweiler (n=6),
seguidos pelos sem raca definida (SRD) (n=5). Demais cdes pertenciam as racas
Schnauzer (n=3), Poodle (n=3), Labrador (n=2), Boxer (n=2), Pit Bull Americano (n=2),
Basset Hound (n=1), Golden Retriever (n=1), Maltés (n=1), Pastor Alem&o (n=1), Fox
Terrier (n=1), Bull Terrier (n=1), e Beagle (h=1). A média de idade de apresentacao foi
de 8,6 anos (intervalo: 4-14), sendo 19 fémeas e 11 machos. Baseado no
estadiamento clinico, seis pacientes apresentaram estadio Ill; 23, estadio IV e um
paciente, estadio V. A maioria dos animais encontrava-se sem sinais clinicos da

doenca, sendo 19 deles classificados em subestadio “a” e 11 com subestadio “b”
(Tabela 3).

Quatorze cédes de diversas racas morreram em decorréncia da doenca antes
de terminarem o protocolo, e interessantemente, 83% e 100% dos pacientes das racas
Rottweiler e SRD estiveram em remissédo durante o tempo total do protocolo. Dois
cédes continuam vivos no momento da elaboracdo deste artigo, com tempos de
sobrevida de 252 e 420 dias. A taxa de sobrevida calculada em um ano foi de 27,5%,

e em dois anos, 0%.

Dentre os estudos realizados especificamente em caes com LDGCB, o cao
SRD é o mais acometido (FERRARESO et al., 2014; MARCONATO et al., 2015),
semelhantemente ao observado em nosso estudo, ja que caes SRD apresentaram a
segunda maior ocorréncia, representando 16,5% dos pacientes. A raca mais frequente
foi a Rottweiler, que alcancou 20% do total de casos de LDGCB. Cées dessa raca
parecem ter maior predisposicdo a este tipo de linfoma, ja que foi a segunda raca mais

afetada (9,8%) em um estudo de Marconato et al., (2015) que avaliaram 51 cées. Em



outro estudo, os Rottweilers (10,7%) também foram a segunda raga mais frequente
dentro de um total de 28 pacientes com LDGCB (ARESU et al., 2015). Apesar dos
dados descritos, nenhum dos estudos oferece um numero de animais suficientemente
significativo para concluir que a raca Rottweiler € de fato predisposta a desenvolver
LDGCB. Outras ragas como o Golden Retriever e Labrador também sdo descritas
como predispostas (ARESU et al., 2014; FERRARESO et al., 2014; MARCONATO et
al., 2015), porém em menor numero que o SRD e o Rottweiler, assim como observado

neste estudo.

A média de idade de apresentacao foi semelhante a relatada na literatura, cujas
pesquisas revelam que o LDGCB € mais frequente em cdes com 7,5 a 8 anos
(FERRARESO et al., 2014; MARCONATO et al., 2015). A maioria dos pacientes
apresentaram estadio 1V (76,5%), e ndo apresentaram sinais clinicos decorrentes da
neoplasia (subestadio “a”) (64%) o que também pode ser observado em estudos
prévios (MARCONATO et al., 2015). Uma pesquisa conduzida por Mutz et al. (2015),
envolvendo 77 cdes com linfoma multicéntrico, demonstrou maior nimero de
pacientes em estadio V que IV. Contudo, este estudo realizou imunofenotipagem sé
em 61% dos casos e considerou cdes com linfomas de imunofendtipos T e B, sem

conclusdes especificas para o LDGCB.

Em relagéo ao tempo de sobrevida no total dos pacientes estudados foi de 221
dias, dado similar aos estudos sobre LDGCB (VALLI et al., 2013); outros autores
descreveram médias de tempos de sobrevida mais longos e taxas de sobrevida em
dois anos de 10% em cédes com linfoma multicéntrico tratados com o protocolo CHOP
19 semanas (VAIL et al., 2013), porém nesses estudos, ndo ha diferenciacéo entre os
tipos histologicos de linfoma.



Tabela 3 Caracteristicas clinicas dos pacientes caninos com LDGCB analisados
nesses estudo.

N (%)
SEXO
Macho 11 36
Fémea 19 64
RACA
Rottweiler 6 20
SRD 5 16,5
Schnauzer 3 10
Poodle 3 10
Labrador 2 6,5
Outras racas 11 37
ESTADIO CLINICO
I 6 20
\Y 23 76,5
\% 1 3,5
SUBESTADIO CLINICO
19 64




4.2 Imunomarcacao de C-MYC e Bcl2

A marcacéo celular do C-MYC foi tanto nuclear como citoplasmatica, enquanto
a do Bcl2 foi predominantemente citoplasmética (Figura 2). O ponto de corte para C-
MYC foi de 21 (intervalo: 2,5-53,5) e para Bcl2 de 32,5 (intervalo: 16,9 — 76,8). As
meédias das imunomarcacdes de C-MYC e Bcl2 nos LDGCB foram significativamente
superiores (p<0,05) as médias do grupo controle (C-MYC: 3,1 e Bcl2: 20,5) (Figura 3A
e 3B). Quando comparadas as imunomarcag¢des com os estadios 1l e IV e subestadios

“a” e “b”, ndo foi encontrada diferenga estatistica (p>0,05).

Tendo como referéncia o ponto de corte, foram identificados dois grupos para
0 C-MYC, considerando o C-MYC<21 (n=18) e 0 C-MYC=21 (n=12), cujos tempos de
sobrevida foram de 187 e 237 dias, respetivamente. Nao houve diferenga significativa
entre esses dois grupos (p>0,05) (Figura 3C). Da mesma maneira, foram classificados
dois grupos para o Bcl2: Bcl2<32,5 (n=18) e Bcl2=232,5 (n=12), com tempos de
sobrevida de 233 e 191 dias, respetivamente. Nao houve diferenca significativa entre
esses dois grupos (p>0,05) (Figura 3D).

Em relacéo ao alvo duplo MYC/Bcl2, ao analisar os escores de marcacéo, nao
se encontrou diferenca entre os tempos de sobrevida dos escores 0 (216 dias), 1 (168
dias) e 2 (259 dias) (p>0,05) (Figura 3E). Contudo, quando comparadas as expressoes
dos marcadores entre si, houve correlacédo positiva entre C-MYC x Bcl2 (r=0,5202,
p<0,05) (Figura 3F).

A literatura disponivel sobre a marcacéo imuno-histoquimica do C-MYC e Bcl2
em LDGCB em cées € limitada a duas pesquisas publicadas em forma de resumo
(NGUYEN et al., 2013; CURRAN et al., 2015), o que impede uma analise comparativa
mais criteriosa. No nosso estudo, a imunoexpressao do C-MYC foi encontrada tanto
no citoplasma como no nudcleo, o que contrasta com o0s estudos realizados em
humanos que descrevem marcacao exclusivamente nuclear (KLUK et al., 2012;
GREEN et al., 2012; JONHSON et al., 2012). Ademais, Kluk et al. (2012) associaram

a marcacao nuclear acima do 50% com translocacdes no gene MYC, que por sua vez,



associaram-se com tempo de sobrevida mais curto em pessoas com LDGCB. Em
cées, a marcagdo nuclear e citoplasmética do C-MYC foi previamente descrita em
amostras de préstata normal e carcinoma prostatico (FONSECA-ALVES et al., 2013).
A marcacéao do Bcl2 foi preferencialmente citoplasmatica, semelhantemente a estudo
conduzido em linfoma humano (GREEN et al., 2012) e a outro estudo de Stockmann

et al. (2011) em cées, cuja marcacao do Bcl2 foi citoplasmética em amostras de TVT.

Figura 2. Fotomicrografias da marcacdo do C-MYC e Bcl2 em LDGCB de cées. (A)
C-MYC<21 “baixo”. (B) C-MYC>21 “alto” com evidéncia de células MYC
positivas com marcacédo tanto nuclear como citoplasmatica. (C) Bcl2<32,5
“baixo”. (D) Bcl2>32,5 “alto”, observa-se marcacéo predominantemente em
citoplasmatica. Histofine, DAB, 40X.
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Figura 3 Representagéo grafica dos resultados de C-MYC e Bcl2. (A) Diagrama de caixa

representando a imunomarcacao de C-MYC entre grupos LDGCB e controle. Houve
diferenca significativa pelo teste t (p<0,05). (B) Diagrama de caixa representando a
imunomarcacdo de Bcl2 entre grupos LDGCB e controle. Houve diferenca
significativa pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05). (C) Curvas de sobrevida de caes
com LDGCB com C-MYC “baixo” e C-MYC “alto”. Nao houve diferenca significativa
pelo teste de logrank (p>0,05). (D) Curvas de sobrevida de cdes com LDGCB com
Bcl2 “baixo” e Bcl2 “alto”. Nao houve diferenca significativa pelo teste de logrank
(p>0,05). (E) Curvas de sobrevida de acordo com os escores de marcacdo 0,1 e 2
para o alvo duplo MYC/Bcl2, sem diferenga significativa pelo teste de logrank
(p>0,05). (F) Relacdo entre C-MYC e Bcl2 em amostras de LDGCB de cées.
Observar correlagéo positiva pelo teste de Spearman (p<0,05).




Estudos prévios em humanos demostraram que a expressao proteica do MYC
e Bcl2 obedecem a translocacdes dos oncogenes MYC e Bcl2 e que isoladamente
representam um fator prognostico negativo para LDGCB nesta espécie (IQBAL et al.,
2006; KLUK et al., 2012). Embora a maior expressdao do MYC e Bcl2 tenha sido
comprovada em amostras de LDGCB em relagdo aos linfonodos controle, nesse
estudo nenhuma associacao foi identificada entre o0 C-MYC ou Bcl2 com os tempos
de sobrevida, nem com o estadiamento clinico. Nesse contexto, concordando com
estes resultados, Tang et al. (1994) também encontraram alta expressao da proteina

Bcl2 em LDGCB humano, sem associa¢cdo com o prognostico.

A heterogeneidade das funcdes do oncogene MYC pode explicar a controvérsia
existente entre alguns estudos conduzidos em humanos, ja que apesar da maioria das
pesquisas demostraram que a translocacdo do oncogene MYC e a expressao da
proteina MYC estdo associadas com pior prognostico em LDGCB (SAVAGE et al.,
2009; KLUK et al., 2012; GREEN et al., 2012; PERRY et al., 2014), outros estudos
nao encontraram essa associacdo (KRAMER et al., 1998; KAWASAKI et al., 2001).
Acredita-se que a funcao de proliferacdo celular mediante mecanismos antigénicos e
metabdlicos esteja aumentada em pacientes com transloca¢des do oncogene MYC
(THIEBLEMONT, BRIERE, 2013). Porém, discordando desta hipétese, Johnson et al.
(2012) observaram que células MYC positivas apresentaram baixas taxas de
proliferacéo celular, ndo relacionadas a pior progndstico. No nosso estudo, a média
do tempo de sobrevida dos caes do grupo C-MYC alto, foi maior em relagdo ao o
grupo C-MYC baixo, concordando com o Unico estudo publicado em cédes por Curran
et al. (2015), que analisaram 43 cdes com LDGCB e encontraram maior tempo livre
de doenca e de sobrevida em pacientes do grupo C-MYC alto. Sendo assim, é
possivel que a expressdo proteica por imuno-histoquimica do C-MYC em cdes com
LDGCB? néo represente a funcéo proliferativa prépria do oncogene MYC, e sim a de

apoptose celular.

Do mesmo modo que as expressdes individuais do MYC e Bcl2 estéo
associadas com o prognéstico em LDGCB em humanos, a associagdo entre eles,
denominado de alvo duplo MYC/Bcl2, estd associado com tempo de sobrevida mais
curto e, portanto, com pior prognostico (JONHSON et al., 2009, TOMITA, 2011,
GREEN et al., 2012). Sabe-se que a expressao proteica do MYC ocorre também como



consequéncia da inativagdo do p53, ativagdo da via Nf-kB e perda da imunidade do
hospedeiro (WIERSTRA; ALVES, 2008), e que a sua expressdo por imuno-
histoquimica representa o resultado final de todos os mecanismos envolvidos na
desregulacdo do gene MYC (JONHSON et al., 2012). Tanto MYC como Bcl2, sdo
reconhecidos como oncogenes altamente expressos em LDGCB na espécie humana
(IQBAL et al., 2006, SAVAGE et al., 2009). No nosso estudo, a associacao do alvo
duplo MYC/Bcl2 com progndstico nao foi comprovada em cédes com LDGCB, o que
contrasta com os estudos em linfomas humanos (JONHSON et al., 2009, TOMITA,
2011, GREEN et al., 2012). Porém, em medicina veterinaria, ha dois estudos que
consideraram o alvo duplo em c&es com LDGCB, revelando resultados contrastantes:
um demonstrou que o grupo de pacientes positivos apresentou média de tempo de
sobrevida mais curto (NGUYEN et al., 2013), ao passo que o outro estudo descarta
esta associacdo (CURRAN et al., 2015). Adicionalmente, o esquema de escores
utilizado por ambos foi parcialmente descrito.

Algumas peculiaridades da técnica de imuno-histoquimica como a escolha do
anticorpo e do sistema de escores de marcacdo podem interferir no resultado final
(GREEN et al.,, 2012). Contudo, no nosso estudo, utilizaram-se anticorpos
previamente empregados em tecido canino (STOCKMANN et al., 2011; FONSECA-
ALVES et al., 2013), que, somados aos controles positivos e negativos nas reacoes
imuno-histoquimicas, comprovaram sua aplicabilidade em amostras de LDGCB de
cdes. Na maioria dos estudos a respeito do alvo duplo, o escore de marcacdo é
dependente do ponto de corte para cada anticorpo. Ndo existe um ponto de corte
definido para cada anticorpo, considerando-se as espécies humana e canina, o que
limita as comparacdes entre os estudos (LOSSOS; MORGENSZTERN, 2006). Neste
estudo, definiu-se o ponto de corte calculando-se a média de marcacao para cada
anticorpo, assim foi possivel classificar as amostras em dois grupos (“baixo” e “alto”),
porém ndo se obteve diferenca significativa nas curvas de sobrevida entre ambos
grupos, nem entre os escores de marcacéo. Entre os pontos de corte definidos por
outros autores, é possivel citar a mediana de marcacao descrita por Green et al.
(2012), e o valor definido pelo sistema X tile, que permite identificar o ponto de corte
baseado na relag&o entre o marcador e o tempo de sobrevida mediante um sistema

de construcéo de imagens descritos por Jonhson et al. (2012).



Quando analisadas as marcagbes do C-MYC e Bcl2 encontrou-se uma
correlagcao positiva entre as expressoes de cada anticorpo, o que pode ser resultante
de uma cooptacdo das funcbes desses oncogenes. O oncogene MYC, além de
influenciar a proliferacédo e diferenciacao celular, tem uma funcao relevante na via da
apoptose celular, e o Bcl2 constitui o gene que modula esse efeito apoptotico devido
ao seu papel fortemente anti-apoptético (BISSONNETTE et al., 1992). Acredita-se que
esse efeito celular duplo (proliferacdo e anti-apoptose) explique o porqué do
prognostico desfavoravel em pessoas com alvo duplo positivo em LDGCB. Inclusive,
esta correlacdo pode ser comparada com os resultados obtidos por Schmitt et al.
(2001) que demostraram que o Bcl2 interfere na resisténcia a quimioterapia em ratos
MYC positivo.

4.3 Imunomarcacgéo de Ki67 e IM

O Ki67 foi positivo em todas as amostras, porém um paciente apresentou média
de marcacéo de 1 célula positiva em 1 cm? na objetiva de 40x. A marcacéo do Ki67
foi exclusivamente nuclear (Figura 4). O ponto de corte para o Ki67 foi de 107
(intervalo: 1 — 446) e de IM foi de 21 (intervalo: 0-73). Baseado no ponto de corte,
foram identificados dois grupos considerando-se Ki67<107 (n=21) e Ki67=107 (n=9),
cujas médias dos tempos de sobrevida foram de 281 e 98 dias, respectivamente. A
diferenca entre as médias foi significativa (p<0,05) (Figura 5A). Em relacdo ao ponto
de corte do IM foram classificados dois grupos, sendo IM<21 (n=17) e IM=21 (n=13),
cujas médias dos tempos de sobrevida foram de 241 e 158 dias, respectivamente,

porém sem diferenca significativa (p>0,05) (Figura 5B).
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Figura 4 Fotomicrografia da marcacgéo nuclear do Ki67 em LDGCB de céo. As células
positivas foram contadas na area total de 1 cm2 com auxilio de graticula de
10 x 10 mm. MIB-1, Histofine, DAB, 40x.

Quando comparados os valores de Ki67 e IM com os estadios Ill ou IV e
subestadios “a” ou “b”, ndo foi observada diferenca estatistica (p>0,05), assim como
qgquando comparados com C-MYC e Bcl2 (p<0,05). Como esperado, houve forte

correlacéo positiva entre a marcacgao de Ki67 e o IM (r=0,9995, p<0,0001) (Figura 6).
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Figura 5 (A) Curvas de sobrevida de caes com LDGCB com Ki67< 107 “baixo” e Ki67
> 107 “alto”, encontrou-se diferenga significativa entre os dois grupos
(p=0,004). (B) Curvas de sobrevida de caes com LDGCB com IM<21 “baixo”
(n=17) e IM=221 “alto” (n=13), sem diferenca significativa entre 0os grupos
(p>0,05).
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Figura 6 Relacdo entre Ki67 e IM em amostras e LDGCB de caes. Observar
correlacao positiva pelo teste de Spearman (p<0,05).

O Ki67 e o IM tém sido considerados fatores progndsticos em cées com
mastocitoma ou melanoma (ROMANSIK et al., 2007; WEBSTER et al.,, 2007,
SMEDLEY et al., 2011). O Ki67 é uma proteina conservada no ndcleo que mantém a
estrutura do DNA durante a mitose e é expressa nas fases G1, S, G2 e M (SAWHNEY;
HALL, 1992), dessa forma, identifica células em proliferacdo, caracteristica marcante
em pacientes com cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Embora a proliferacéo
celular em linfomas tenha sido previamente relacionada a mdultiplas origens, como
mutacdes e erros em codificacdo dos genes Bcl2 e MYC (SAVAGE et al., 2009), o
resultado deste estudo nao identificou correlacdes entre os anticorpos C-MYC ou Bcl2
com Ki67 ou IM. Contudo, nosso resultado concorda com o demonstrado por Kluk et
al. (2012) e Johnson et al. (2012), que concluiram que o Ki67 ndo € um indicador das
translocacdes do gene MYC e portanto, ndo constitui um indicador na sua expressao

por imuno-histoquimica.

Existem apenas duas pesquisas recentemente publicadas que avaliaram o
prognéstico especificamente em cdes com LDGCB. O estudo desenvolvido por
Marconato et al. (2015) que definiu o indice linfécito/mondcito < 1,2 mediante
citometria de fluxo, como fator prognostico e similarmente Poggi et al. (2016)
guantificou o Ki67 também por citometria de fluxo, e observaram tempos de sobrevida



mais curtos, tornando o Ki67 um fator prognostico em cdes com LDGCB. Esse
resultado pode ser favoravelmente comparado com o presente estudo, que demonstra
a relacdo existente entre a imunomarcacao do Ki67 e tempos de sobrevida mais

curtos.

O ponto de corte Ki67 de 107 células marcadas encontrado nesse estudo, pode
ser definindo como um possivel fator progndstico negativo para LDGCB na espécie
canina. De maneira interessante, o estudo desenvolvido por Poggi et al. (2016) nao
permitiu definir um ponto de corte devido a falta de diferenca estatistica quando
comparados os tempos de sobrevida entre grupos com valores acima e abaixo da
mediana. Porém os autores encontraram associacao significativa quando calcularam
os valores do Ki67 em percentis, o que permitiu definir trés grupos, baixo, intermediario
e alto; encontrando-se associagao significativa entre o grupo intermediario e tempos
de sobrevida mais curtos. Embora a andlise estatistica seja diferente entre o estudo
de Poggi et al. (2016) e 0 nosso, os resultados sugerem que o Ki67 se presta bem
como um marcador prognostico em cédes com LDGCB. Outros autores como Philips
et al. (2000), discordam com nossos resultados, ja que caracterizaram o Ki67 como
fator prognéstico positivo em linfoma multicéntrico canino, correlacionando-o com
tempo livre de doenca duradouro. Da mesma forma, o estudo desenvolvido por Kiupel
et al. (1999) contradiz nossos resultados, uma vez que 0s pesquisadores nao
encontraram associacao entre o tempo de sobrevida e o nUmero de células positivas
ao Ki67. Vale ressaltar que a técnica de contagem realizada pelos autores foi
diferente, pois se estabeleceu o total de células positivas em 100 células malignas,

sem o uso de graticula.

Com relagéo ao IM, o ponto de corte aqui estabelecido ndo constituiu um fator
progndéstico em cdes com LDGCB. Esse resultado contradiz o exposto por Valli et al.
(2013) que consideraram o mesmo valor de IM (21) e observaram tempo de sobrevida
mais curto em 26 caes com IM >21, comparando-os com 353 caes com IM<20, todos
acometidos por linfoma multicéntrico. Contudo, os LDGCB néao foram discriminados
de outros tipos histolégicos como linfomas indolentes e outros linfomas de baixo grau,
0 que resultou em um grupo heterogéneo e que pode ter comprometido o resultado

final.



Quando analisados Ki67 e o IM, foi estabelecida uma forte correlagéo positiva,
ja que ambos sdo marcadores de proliferagéo celular. Ao mesmo tempo que o Ki67 é
um indicador mais representativo das fases do ciclo celular (PHILLIPS et al., 2000), o
IM avalia unicamente a fase de mitose, o que também pode explicar o porqué do Ki67
ser considerado um verdadeiro indicador da proliferagdo celular que ocorre no
LDGCB. Em humanos, a relagéo entre Ki67 e IM ja foi descrita, indicando que quando
presentes altos indices de proliferacéo, pior € o prognostico em pacientes com linfoma
(TIEMMAN et al., 2005).

Por fim, embora a expressao imuno-histoquimica dos anticorpos C-MYC e Bcl2
encontre-se superexpressa em cades com LDGCB, a avaliac&o individualmente ou em
alvo duplo dessas proteinas ndo apresentou associacdo com o tempo de sobrevida.
Estudos adicionais sdo necessarios para comprovar a correlacdo entre a expressao
das proteinas C-MYC e Bcl2 e translocacdes nos oncogenes MYC e BCL2. Estudos
gue associem a apoptose celular com a expressao do C-MYC podem auxiliar a definir
a funcdo do oncogene MYC em tecidos de LDGCB em cdaes. Apesar da auséncia de
associacdo com o progndstico, a correlagéo positiva entre C-MYC e Bcl2 reforca a
relacdo existente entre esses oncogenes na tumorigénese de LDGCB em cées. A
aplicabilidade da técnica de imuno-histoquimica para avaliar a proliferacéo celular pelo
Ki67, pode ser considerada para definir o prognéstico em pacientes com LDGCB.
Contudo, o ponto de corte estabelecido deve ser investigado em novos estudos. Por
outro lado, o IM ndo demostrou ter relacdo significativa com o prognéstico.



5 CONCLUSOES

Nas condi¢gbes que este estudo foi conduzido e diante os resultados obtidos,
pode-se concluir que:

e O aumento da expressdo de C-MYC e Bcl2, individualmente ou em alvo
duplo, ndo esta associado com tempo de sobrevida ou estadiamento
clinico em cées com LDGCB.

e Existe correlacdo positiva entre as expressfes das proteinas C-MYC e
Bcl2 em cées com LDGCB.

e O valorde Ki67=107 pode ser utilizado em cdes com LDGCB para prever
tempos de sobrevida mais curtos, quando tratados com protocolo CHOP
19 semanas.

e Existe forte correlacdo positiva entre a expressao de Ki67 e o IM em cées
com LDGCB.

e O IM néo demostrou ser um fator progndstico aplicavel para cdes com
LDGCB.
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