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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 importédncia da investigagdo de vias de
sinalizacdo celular, como PI3K/AKT/mTOR e RAS/MAPK, as quais regulam
processos fundamentais a biologia tumoral, como crescimento celular, proliferagéo,
apoptose e resisténcia terapéutica (Laplante; Sabatini, 2012; Xu; Liu; Wei, 2014).

A identificagdo de biomarcadores moleculares representa um potencial
avanco para o diagnéstico, 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
investigagcbes direcionadas a oncologia comparada (Kol et al., 2015; Zandvliet,
2016).
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7. CONCLUSAO

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

terapéuticos em caes com linfoma.

Tais achados ampliam a compreensdao dos mecanismos moleculares
envolvidos na patogénese dos linfomas caninos e ressaltam a importédncia da
integragdo da caracterizagdo molecular ao diagndéstico e a definigdo prognostica.
Além disso, apontam para a possibilidade de desenvolver terapias mais
direcionadas, baseadas no perfil individual de expressao tumoral. Espera-se que,
com o avango das pesquisas em oncologia veterinaria, essas informag¢des possam
ser traduzidas em aplicagbes 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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