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PERFIL DE PROTEINAS SERICAS EM CAES COM LINFOMA MULTICENTRICO
DE IMUNOFENOTIPO B OU T: CORRELAGCAO COM FATORES PROGNOSTICOS

RESUMO - O linfoma é o tumor de tecido hemolinfopoiético mais comum nos céaes e
um dos tumores malignos de maior ocorréncia na referida espécie. Um importante
complemento ao seu diagndstico é a investigagdo imunofenotipica da subpopulacao
de linfocitos envolvida e caracterizacdo do subestadio do tumor, estabelecida pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Adicionalmente a avaliacdo das proteinas
séricas em cades com neoplasias, poderia auxiliar o diagnoéstico, progndstico e
monitoramento da doenca. Inflamacdes, infec¢cbes, doencas imunolégicas e
neoplasias, podem estimular a resposta de fase aguda (RFA), que inclui alteracbes
nas concentracdes de determinadas proteinas, chamadas proteinas de fase aguda
(PFA). A avaliacdo das PFA em cédes com linfoma poderia auxiliar o diagnostico,
prognostico e monitoramento da doencga. Este ensaio foi concebido para avaliar as
proteinas séricas totais e suas fracOes, através da técnica de SDS-PAGE,
correlacionando-as aos fatores progndsticos do linfoma canino, tais como
imunofenotipagem dos linfocitos, resposta ao tratamento e estadiamento clinico da
doenca. Para tanto, foram avaliados 30 cdes, machos ou fémeas, sendo 10 higidos e
20 acometidos por linfoma multicéntrico, atendidos junto ao Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal/SP. Os animais
foram distribuidos em trés grupos, sendo um grupo controle (GC) constituido de caes
higidos (n=10), um grupo de caes acometidos por linfoma B (GLB) (n=12) e um grupo
de caes acometidos por linfoma T (GLT) (n=8). Os animais foram avaliados em trés
diferentes momentos: My (diagnostico), Ms (52 semana de quimioterapia) e Mg
(recidiva da doenca). As proteinas séricas totais e suas fragcbes nao apresentaram
correlacdo com a imunofenotipagem, nem com a resposta ao tratamento, nos caes
com linfoma. A albumina apresentou correlacdo com o estadiamento e
subestadiamento clinico do linfoma. Algumas PFA apresentaram-se mais elevadas no
GLB e outras no GLT, portanto estas proteinas demonstraram alteracdes bioldgicas
importantes na sintese proteica de acordo com o imunofenatipo.

Palavras-chave: canina, doenca linfoproliferativa, eletroforese, proteinas de fase
aguda, albumina, ceruloplasmina
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PROFILE OF SERUM PROTEINS IN DOGS WITH MULTICENTRIC LYMPHOMA
OF IMMUNOPHENOTYPE B OR T: CORRELATION WITH PROGNOSTIC
FACTORS

ABSTRACT - Lymphoma is the tumor of hematolymphopoietic tissue most common
in dogs and one of the most frequent malignant tumors in that specie. An important
adjunct in diagnosis is to investigate the subpopulation involved and the
immunophenotypic characterization of the tumor subtype stated by the World Health
Organization (WHO). In addition, the valuation of serum proteins in dogs with cancer,
could aid in the diagnosis, prognosis and monitoring of disease. Inflammations,
infections, autoimmune diseases and cancers, can stimulate acute phase response,
including abnormal levels of certain proteins called acute phase proteins (APP). This
trial was designed to evaluate the serum total protein and its fractions by SDS-PAGE
technique, and relate if to prognostic factors in canine lymphoma, such as
immunophenotyping of lymphocyte, clinical stage of disease and response to
treatment. Therefore, we evaluated 30 dogs, males or females, being 10 healthy and
20 affected by multicentric lymphoma, treated with the Veterinary Hospital "Governor
Laudo Natel", FCAV / UNESP, Jaboticabal / SP. The animals were divided into three
groups, one control group (GC) formed by healthy dogs (n = 10), a group of dogs
with B lymphoma (GLB) (n = 12) and a group of dogs with T lymphoma (GLT) (n = 8).
The animals were evaluated at three different moments: My (at diagnosis), Ms (5th
week of chemotherapy) and Mg (disease recurrence). Serum total proteins and its
fractions did not correlate with immunophenotype, or the response to treatment in
dogs with lymphoma. Albumin correlated with staging and clinical substaging
lymphoma. Some APP were more elevated in the GLB and others in the GLT,
therefore these proteins showed significant biological alterations in protein synthesis
according to the immunophenotype.

Keywords: canine, lymphoproliferative disease, electrophoresis, acute phase
protein, albumin, ceruloplasmin



1. INTRODUCAO

O linfoma € uma das neoplasias mais comumente diagnosticadas no cao e
corresponde a mais de 80% das neoplasias hematopoiéticas nesta espécie
(DHALIWAL; KITCHELL; MESSICK, 2003; FAN & LORIMIER, 2005). Trata-se de
neoplasia caracterizada pela proliferacédo de células linfoides malignas, originarias do
tecido linfoide tais como linfécitos, seus precursores e derivados, que afeta
primariamente os linfonodos ou 6rgaos viscerais solidos como figado e baco (VAIL,
2000). No diagnéstico do linfoma bem como em outras doencgas linfoproliferativas, a
imunofenotipagem das células linfoides tem grande importancia, uma vez que a
classe celular envolvida, assim como o seu estadio de evolugdo, tem grande
implicacdo no comportamento biolégico do linfoma (KIUPEL; TESKE;
BOSTOCK,1999).

Os animais possuem o0 sistema imune interligado aos demais sistemas
existentes e h4d um envolvimento de mediadores proteicos na modulacdo da
resposta imune. Estes mediadores vém sendo estudados de modo que a sua
manipulacdo experimental tem viabilizado grandes descobertas que possibilitam
diagndésticos mais precoces e precisos na rotina clinica.

A injuria tecidual conduz a uma resposta imune inata imediata, produzindo
agentes de resposta de fase aguda (RFA), entre eles se destacam as proteinas de
fase aguda (PFA), indispensaveis para o restabelecimento da homeostasia corporal
(CERON et al., 2005). Ap6s o estimulo gerado pelas citocinas, principalmente a
interleucina-1, interleucina-6 e fator alfa de necrose tumoral (TNF-a), liberadas por
células de defesa, o figado sintetiza e libera a maioria das PFA, o que resulta no seu
aumento na corrente sanguinea (PETERSEN et al., 2004).

De outra parte, o estudo das PFA tem despertado grande interesse no
diagnostico dos linfomas. No entanto, ndo ha relatos na literatura em cdes com
linfoma de imunofendtipo B ou T, correlacionado-os com as PFA. Portanto, o objetivo
do presente ensaio foi avaliar o perfil eletroforético das proteinas séricas em caes
com linfoma multicéntrico e correlaciona-lo com os fatores prognosticos, tais como
imunofenotipagem das subpopulacées linfocitarias, estadiamento clinico e resposta

ao tratamento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Linfoma Canino

2.1.1 Definigéo

Também chamado de linfossarcoma e linfoma maligno, € um dos tumores
malignos de maior ocorréncia, que tem sido relatado em todas as espécies
domésticas, principalmente em mamiferos. E o tumor do tecido hematopoiético mais
comum nos cées, correspondendo a 83% das neoplasias hematopoiéticas (OGILVIE
& MOORE, 1995; DHALIWAL; KITCHELL; MESSICK, 2003), e chegando a
representar 7 a 9% das neoplasias malignas nesta espécie (MORRISON, 1998; VAIL,
2000).

O linfoma € uma neoplasia caracterizada pela proliferacdo clonal de linfocitos
malignos nos oOrgaos linfoides, tais como a medula Ossea, linfonodos e baco
(DHALIWAL; KITCHELL; MESSICK, 2003). Devido a continua migracdo destas
células, os linfomas podem se originar em praticamente qualquer tecido (VAIL et al.,
2003; FAN, 2005).

2.1.2 Imunidade

O fato das neoplasias serem consequentes a diversos fatores e relativamente
comuns, deixa antever a inadequacdo dos mecanismos protetores imunoldgicos.
Diversos estudos mundiais tém evidenciado que animais portadores de tumores
desenvolvem mecanismos, por meio dos quais, as células tumorais conseguem
driblar o sistema imune. Assim € que, geralmente animais com neoplasias
apresentam-se imunodeprimidos e, que tal supresséo, é mais claramente observada
nos animais com tumores linfoides. Adicionalmente, os tumores de células B tendem
a suprimir a formacao de anticorpos, enquanto os tumores de origem T, geralmente
suprimem as respostas celularmente mediadas e a atividade das células NK (ABBAS
& LICHTMAN, 2005; TIZARD, 2008). Segundo Daleck et al. (2008), a
imunossupressdo € um estado que possivelmente predispbe cdes e gatos ao

desenvolvimento de linfoma.



O sistema imune é composto pela imunidade inata e adquirida. A imunidade
inata representa a primeira linha de defesa do organismo frente a um agente
agressor, e compreende a acéo de lisozimas, complementos, interferons, quimiocinas
e proteinas de fase aguda (PFAs), todos da familia de componentes humorais; e
células NK, fagécitos e células dendriticas, como componentes celulares. A
imunidade adquirida representa a segunda linha de defesa do organismo contra um
antigeno estranho e envolve, como componentes celulares, linfocitos B e T, e como
humorais os anticorpos, perforinas, citocinas e quimiocinas (ABBAS & LICHTMAN,
2005; TIZARD, 2008).

2.1.3 Incidéncia

Corresponde a aproximadamente 90% das neoplasias do sistema
hematopoiético nos cdes (MORRISON, 1998; FAN & LORIMIER, 2005), com uma
incidéncia de 30 casos a cada 100.000 caes/ano (SEQUEIRA et al., 1999).

Fraguas (2008) registrou entre 2003 e 2006, no Hospital Veterinario da FCAV
UNESP/Jaboticabal, SP, Brasil, 108 cdes acometidos, com predominancia de cées
sem racga definida (SRD), adultos jovens e sem predisposicao sexual. Resultados
semelhantes foram relatados apés estudos retrospectivos da incidéncia de linfomas
caninos, realizados na regidao de Botucatu, SP (CARDOSO et al., 2003).

2.1.4 Etiologia

A etiologia do linfoma canino é multifatorial, entretanto, a presenca de agentes
virais ndo foi ainda comprovada na espécie canina, ao contrario do que acontece nos
seres humanos, felinos, bovinos, roedores, aves e alguns primatas (JONES et al.,
1997; MORRISON, 2005). Fatores ambientais como exposi¢ao cronica a substancias
quimicas, como o herbicida 2,4 acido fenoxiacético, alteracdes genéticas herdadas ou
adquiridas e imunossupressao séo citados como predisponentes ao desenvolvimento
de linfoma em caes (DALECK et al., 2008).

Em cées de racas puras, a predisposicdo genética para este tipo de neoplasia

parece existir (MORRISON, 2005). Os animais portadores de linfoma pertencem



predominantemente as ragas de grande ou médio porte, como Boxer, Basset Hound,
Rottweiler, Cocker Spaniel, S&o Bernardo, Golden Retrievier, entre outros
(SEQUEIRA et al.,1999; COUTO, 2006). Alguns autores afirmam que os animais da
raca Boxer representam a maior parcela de cdes acometidos por linfoma, sugerindo
uma predisposi¢cao genética desta raca (FORNEUL-FLEURY et al., 1994; SOZMEN et
al., 2005). Porém, a predisposicdo racial neste tipo de neoplasia ainda € um assunto
controverso (MOULTON & HARVEY, 1990).

Quanto ao sexo, alguns autores ingleses relatam a predominéancia de linfomas
em machos, sendo que estes respondem por 68% dos casos (DOBSON & GORMAN,
1994). Quanto a idade, o linfoma canino é mais frequentemente observado em
animais adultos e senis, podendo ocorrer também em animais muito jovens
(SEQUEIRA et al., 1999).

2.1.5 Sinais Clinicos e Alteracfes Laboratoriais

Os sinais clinicos do linfoma variam de acordo com a sua apresentacao
anatdmica e histolégica. O linfoma multicéntrico é caracterizado por linfadenomegalia
generalizada, envolvimento hepético, esplénico, da medula éssea, ou a combinagéo
destes. Os linfonodos acometidos apresentam-se aumentados, indolores e com
mobilidade livre, podendo em caso de obstrucdo mecéanica da drenagem linfatica levar
a ocorréncia de edema (NELSON & COUTO, 2006).

A hipercalcemia caracterizada por anorexia, perda de peso, letargia, fraqueza,
politria, polidipsia e, raramente, depresséo do sistema nervoso central e coma, € uma
das sindromes paraneoplasicas que pode estar associada com o linfoma (VAIL &
YOUNG, 2007). As sindromes paraneoplasicas sdo sinais e sintomas presentes em
pacientes com cancer, distantes do tumor ou de suas metastases, e que nao sao
causadas por obstrucéo ou efeito da neoplasia (DALECK et al.,2008).

Os pacientes com linfoma podem desenvolver anemia de leve a moderada, em
decorréncia da liberacédo de fatores neoplasicos que deprimem a eritropoese. Outras
formas de anemia sdo também descritas, dentre elas a anemia hemolitica autoimune, a
anemia hemorragica e a anemia das doencas cronicas (FIGHERA, 2001).

O animal acometido por linfoma pode apresentar leucometria normal, diminuida



ou elevada, porém um quadro de linfocitose quase sempre é observado (RASKIN &
KRENBIEL, 1989). Quando ha anemia, linfocitose, neutropenia, trombocitopenia e
presenca de linfocitos atipicos ou linfoblastos circulantes, estas alteracdes sugerem o
envolvimento da medula 0ssea. Assim, 0 mielograma pode auxiliar na confirmacéao de
seu comprometimento, sendo muitas vezes dificil a diferenciacdo entre linfoma e
leucemia (DALECK et al., 2008).

2.1.6 Classificacdo Anatdomica

O linfoma canino apresenta caracteristicas semelhantes ao linfoma né&o-
Hodgkin humano, podendo assim ser classificado anatomicamente em multicéntrico,
mediastinal, digestivo, cutaneo e extranodal. Em caes a forma multicéntrica € a mais

prevalente, como asseverado por Moulton & Harvey (1990).

2.1.7 Estadiamento Clinico

Em cées o linfoma é classificado em diferentes estadios clinicos, que
compreendem a extensdo da doengca em outros Orgdos, a presenca de sindromes
paraneoplasicas e os sinais clinicos (DE MOURA; SEQUEIRA; BANDARRA, 1999). O
estadiamento auxilia na determinacédo do progndéstico da doenca, no diagndstico mais
precoce, permite tratamento adequado e aumento no tempo de sobrevida dos
pacientes com linfoma (MORENO & BRACARENSE, 2007). Geralmente, a
classificacdo em estadios segue o protocolo proposto pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) e tem uma variacdo de grau de | a V (OWEN, 1980) (Tabela 1).

Tabela 1. Estadiamento clinico do linfoma, segundo a Organiza¢cdo Mundial da
Saude (OMS).

Estadio Orgéo acometido

Estadio | Envolvimento limitado a um linfonodo

Estadio Il Envolvimento de linfonodos regionais

Estadio Il Aumento generalizado dos linfonodos

Estadio IV Envolvimento do figado e/ou bago com ou sem linfadenomegalia

Estadio V Envolvimento do sangue, medula 6ssea e/ou outros 6rgaos




Além disso, o linfoma pode ser classificado em subestadios de acordo a
presenca de sinais clinicos, ou seja, subestadio “a” quando n&o ha sinais clinicos, e

subestadio “b” quando ha sinais clinicos da doenca (VAIL, 2000).

2.1.8 Diagnostico e Prognadstico

O diagnéstico inicial do linfoma geralmente tem como base os resultados
obtidos no exame fisico, nas alteragcbes hematologicas, bioquimico-séricas e exames
de imagem. Porém, o diagndstico definitivo s6 pode ser firmado pela avaliacao
citologica ou histolégica do érgao afetado. Estudos revelam a importancia da citologia
aspirativa com agulha fina (CAAF) no diagndéstico do linfoma ndo-Hodking (SANTANA
et al., 2008), principalmente quando aliada a imunofenotipagem do sangue periférico
pela citometria de fluxo (SOZMEN et al., 2005). O prognéstico nos casos de linfoma
canino tem relacdo direta com o subestadio e, desta forma, tem sido observado que
animais com sinais clinicos de linfoma (subestadio b) tém prognéstico reservado. Ja,
com relacdo a caracterizacdo imunofenotipica dos linfocitos, tumores imunorreativos

CD3 (derivados de células T) tém remissao mais curta (VAIL, 2000).

2.1.9 Imunofenotipagem

Em relacdo a imunofenotipagem, podem ser classificados em linfomas T, B,
nao T/ndo B e mistos (B e T), sendo mais comumente diagnosticados os linfomas B
(SEQUEIRA et al., 1999). Contrariamente, Coleta (2009), trabalhando na regido de
Jaboticabal, SP, com imunofenotipagem de células linfomatosas em cées, relatou

maior frequéncia do imunofenadtipo T.

2.1.10 Classificacao Morfolégica

Quanto a classificagdo citomorfoldgica, os linfomas podem ser de alto, médio
ou baixo grau de malignidade, sendo a maioria dos casos de caes com linfoma
classificados como de alto grau, segundo a classificacdo de Kiel (SEQUEIRA et al.,
1999). Segundo a classificagdo histopatoldégica da OMS, os linfomas ndo Hodgkin
podem ser classificados em imunofenoétipo B ou T (VEZZALI et al., 2009) (Tabela 2).



Tabela 2. Classificacao histopatolégica do linfoma canino, segundo a OMS (VEZZALI

et al., 2009).

Precursor Maduro

Leucemia Linfoblastica Aguda-B (LLA-B), Linfoma
Linfoblastico-B (LL-B), Leucemia Linfocitica Croénica-B
(LLC-B), Linfoma Linfocitico Pequeno-B (LLP-B), Linfoma

Linfocitico Tipo Intermediario e Linfoma Linfoplasmocitico

Folicular

Linfoma de Células do Manto, Linfoma de Células do
Centro Folicular-I (LCCF-I), LCCF-Il, LCCF-Ill, Linfoma de
Zona Marginal (LZM), LZM Esplénico e Linfoma de Tecido

Linféide Associado a Mucosa.

Tumores

Plasmociticos (TP)

TP Indolente, TP Anaplasico e Mieloma

Linfoma de Grandes
Células B (LGCB)

LGCB Clivado ou nédo Clivado, Linfoma Imunoblastico de
Grandes Células, LGCB rico em Células T e LGCB Timico

Linfoma Burkitt Like

Precursor

LLA-T e LL-T

Maduro

LLC-T, LLP-T, Leucemia ou Linfoma Linfocitico de
Grandes Granulos e LLC de Células NK

Cutaneo

Linfoma Epiteliotropico Cutéaneo (LEC) e Linfoma néo
Epiteliotrépico Cutaneo

Linfoma de Células T
Periférico ou
Extranodal

Linfoma Angiotrépico

Linfoma Angiocéntrico e Linfoma Angioinvasivo

Linfoma de Células T

Intestinal

Linfoma de Grandes
Células Anaplasico




2.1.11 Quimioterapia Antineoplasica

Os farmacos antineoplasicos podem causar varios efeitos toxicos,
especialmente nas células que estdo em constante divisdo, como as hematopoiéticas.
O grau de toxicidade varia de acordo com o nivel de destrui¢cdo tumoral, a condicédo
sistémica da malignidade, as mudancas no metabolismo e na competéncia do sistema
imune induzidas pela neoplasia (BARGER & GRINDEM, 2000).

A toxicidade hematologica é um fator limitante da quimioterapia. Trata-se do
efeito colateral mais frequiente e mais grave, por dois motivos. Primeiramente, porque
pode comprometer a quimioterapia de maneira transitéria ou definitiva, uma vez que a
diminuicdo da dose determinada pode prejudicar a eficacia do tratamento. Em
segundo lugar, porque relaciona-se ao risco potencial de morte do animal em
decorréncia de neutropenia séptica. A ciclofosfamida possui mielotoxicidade elevada
e a vincristina, na dose de 0,75 mg/m?, possui mielotoxicidade moderada (LANORE &
DELPRAT, 2004).

A neutropenia € a mais freqlente e mais grave das citopenias resultantes da
quimioterapia. O nadir de neutréfilos, momento no qual o nimero de granuldcitos é o
mais baixo apds uma sessao de quimioterapia, é geralmente constatado uma semana
apos o inicio do tratamento. A neutropenia, fase mais perigosa do ciclo, persiste por 3
a 5 dias. Em pouco menos de duas semanas, a medula 6ssea passa por uma fase de
recuperacdo (LANORE & DELPRAT, 2004). O hemograma reflete a magnitude e o
grau de comprometimento da medula 6ssea e pode ser utilizado para monitorar os
efeitos da terapia antineoplasica (BARGER & GRINDEM, 2000).

A poliquimioterapia € a modalidade mais utilizada e eficaz no tratamento do
linfoma canino (DHALIWAL; KITCHELL; MESSICK, 2003) e é subdividida em trés
etapas: inducdo da remissao, manutencédo da remissao e reindugédo da remisséo ou
terapia de resgate (MACEWEN & YOUNG, 1996). Desta forma, o protocolo
quimioterapico de Madison-Wiscosin, introduzido mais recentemente, € capaz de
promover remissao e tempo de sobrevida mais prolongados no caso de cdes com
linfoma, sendo um dos protocolos mais empregados no tratamento de linfoma em
caes (MORRISON, 2005).



Os farmacos antineoplasicos vincristina, L-asparaginase, ciclofosfamida,
doxorrubicina e prednisona, fazem parte do protocolo quimioterapico de Madison-
Wisconsin (RODASKI & DE NARDI, 2008).

A L-asparaginase é um agente antineoplasico obtido de organismos como a
Escherichia coli e a Erwinia carotovora. Ela € uma enzima capaz de destruir as
reservas exdgenas do aminodacido asparagina, uma vez que este aminoacido é vital
ao processo de sintese protéica das células neoplasicas. A enzima L-asparaginase é
um antiblastico ciclo celular especifico. A vincristina € um alcalbdide vegetal extraido
da planta “Vinca Résea” (Catharantus roseus) que age inibindo a mitose, pois é um
farmaco ciclo celular especifico. A prednisona é um hormbnio que atua em receptor
celular especifico, causando a cisdo do DNA, prevenindo a divisdo celular. A
ciclofosfamida € uma mostarda nitrogenada, classificada como agente alquilante que
atua inibindo a sintese e divisdo do DNA e é um farmaco antineoplasico ciclo celular
ndo especifico. A doxorrubicina € um antibiotico antitumoral derivado de culturas de
Streptomyces peucetius, e é um inibidor da transcriptase reversa da RNA polimerase.
Sendo assim, impede a sintese de DNA e RNA e € um agente ciclo celular ndo
especifico (RODASKI & DE NARDI, 2008).

2.2 Proteina Total e FracOes Protéicas

2.2.1 Proteina Total

As proteinas sdo substancias essenciais a vida, representando a base da
estrutura de células, tecidos e 6rgdos. Funcionam como catalisadores enzimaticos
nas reacgdes bioquimicas, carreadores de muitos constituintes do plasma e na defesa
organica sob a forma de anticorpos, entre outras funcdes (JAIN, 1993; ECKERSALL,
2008). As proteinas séricas totais compreendem a albumina e as globulinas sem o
fibrinogénio, pois este é totalmente consumido na formacdo do coagulo sanguineo.
Ja as proteinas plasmaticas totais compreendem a albumina e globulinas incluindo o
fibrinogénio. A albumina e todas as outras proteinas, com excecdo das
imunoglobulinas, sdo sintetizadas pelo figado. As imunoglobulinas sdo sintetizadas
pelos plasmaocitos no tecido linfoide em resposta a estimulagdo antigénica, e estao

incluidas nas fracdes beta e gamaglobulinas (BUSH, 2004).
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Pelo significado biolégico e multiplas fungbes exercidas no sistema organico,
a avaliacdo dos niveis séricos das proteinas totais e de suas fragBes (albumina,
alfaglobulinas, betaglobulinas, e gamaglobulinas), obtidas por eletroforese,

representa um importante auxilio ao diagnaostico clinico (ECKERSALL, 2008).

2.2.2 Globhulinas

As globulinas sao formadas pelas fracbes proteicas alfa, beta e
gamaglobulinas (a, B e y) e, em muitos casos, cada uma delas pode ser claramente
subdividida em duas bandas (al, a2, B1, B2, y1 e y2) (BUSH, 2004; ECKERSALL,
2008).

As alfaglobulinas séo as globulinas que migram mais rapidamente no gel de
eletroforese, sendo as proteinas mais importantes na fracéo alfa-1 a alfalipoproteina,
alfa-1l-antitripsina (AAT), alfa-1-glicoproteina acida (AGP), e a fracdo alfa-2
compreende a pré-betalipoproteina, haptoglobina (HP) e ceruloplasmina (CP)
(ECKERSALL, 2008).

As betaglobulinas sdo compostas pelo complemento (C3 e C4), hemopexina,
transferrina, ferritina, PCR e fibrinogénio. As imunoglobulinas IgM e IgA, prolongam-
se da regido beta-2 para gama-2 (ECKERSALL, 2008).

As gamaglobulinas contém as imunoglobulinas IgM e IgE que séo
encontradas primariamente na regido gama-l1 e a IgG na regido gama-2
(ECKERSALL, 2008). A concentracdo de gamaglobulinas aumenta com a
estimulacdo antigénica, especialmente nas infec¢cdes cronicas e doencas
autoimunes (BUSH, 2004). Uma populacdo especifica de plasmadcitos de genotipo
homogéneo e bem definido, um clone, produz uma imunoglobulina especifica. O
crescimento descontrolado de um ou de um grupo de clones de células B, resulta em
uma super producdo de espécies quimicas de imunoglobulinas, que aparecem como
um pico monoclonal pontiagudo (gamopatia monoclonal) ou difuso (gamopatia
policlonal) no eletroforetograma (ECKERSALL, 2008).
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2.2.3 Relacdo Albumina:Globulina (A:G)

E comum mensurar as concentracbes de proteina total e de albumina e
pressupor que a diferenga entre estas representa a concentracdo de globulinas. A
partir dessas concentracoes, pode ser calculada a relagdo A:G, que pode ajudar no
diagnostico, acentuando as alteracdes relativas nos dois principais compartimentos
de proteina. A comparacdo cuidadosa das fracbes de albumina e globulina
derivadas da eletroforese, apresenta maior sensibilidade (ECKERSALL, 2008).

As alteragcBes nas concentragfes de proteina total se devem, primariamente,
a aumentos e diminuicbes na concentracdo de albumina, e as alteracbes na
concentracdo de globulinas geralmente tem menor efeito (ECKERSALL, 2008).

Disproteinemias sao anormalidades quantitativas e qualitativas nas
concentragdes de proteinas plasmaticas, sendo neste caso a eletroforese o0 método
indicado para avaliacdo global do quadro proteico. A eletroforese das proteinas
séricas seguida pelo calculo dos valores absolutos das fracdes proteicas fornecem
bases excelentes para um diagndstico. O estabelecimento do perfil eletroforético das
fracOes protéicas séricas em conjunto com a relagdo A:G fornece subsidios para
interpretacdo das discrasias protéicas (ECKERSALL, 2008).

O perfil eletroforético normal de proteinas séricas traduz uma relacdo A:G
normal. Essa relacdo A:G normal também pode ser observada na presenca de
hiperproteinemia ou hipoproteinemia. A hiperproteinemia pode ocorrer por
desidratacdo, e nesse caso todas as fracbes proteicas aumentam
proporcionalmente, incluindo a albumina. O aumento da proteina total também pode
ocorrer devido a hiperglobulinemia, pelo aumento das alfa, beta e/ou gamaglobulinas
(LASSEN, 2007). A hipoproteinemia pode ocorrer por aumento da perda de proteina
ou diminuicdo da sintese proteica. O aumento da perda de proteina pode ser
observado na hemorragia, enteropatia, dermatite exsudativa grave, queimaduras
graves e derrames. A diminuicdo da sintese proteica pode ser observada na
insuficiéncia hepética, inanicdo, parasitismo gastrointestinal, ma absorcao intestinal,
insuficiéncia pancreatica exocrina e doenga glomerular (LASSEN, 2007). A
hipoproteinemia raramente pode ocorrer por uma super hidratacao, podendo ocorrer

por perda aguda de sangue ou de plasma, onde havera um deslocamento do fluido
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intersticial para o plasma. Essa diluicdo pode ser intensificada pelo mecanismo
compensatoério de ingestao de agua para satisfazer a sede (ECKERSALL, 2008).

A eletroforese anormal de proteinas séricas pode traduzir diminuicdo ou
aumento na relacdo A:G. A diminuicdo na relacdo A:G pode ser devido a uma
diminuicdo da albumina ou um aumento das globulinas. J& o aumento na relagdo
A:G pode ser devido a um aumento da albumina ou uma diminuicdo das globulinas
(ECKERSALL, 2008).

2.2.4 Proteinas de Fase Aguda (PFA)

Em animais com distirbios na homeostase devido a infeccéo, inflamacéo,
injuria tecidual, neoplasia ou desordem imunoldgica, ha uma resposta de fase aguda
(RFA) inespecifica. Esta resposta compreende alteracdes na concentracdo de
algumas proteinas séricas referidas como proteinas de fase aguda (PFA).

A mensuracao das concentracées das PFA pode auxiliar no monitoramento
de protocolos terapéuticos em cdes com determinadas neoplasias (CERON et al.,
2005). Segundo Eckersall (2004), estas proteinas, além de uteis no auxilio
diagnostico de linfomas em pacientes humanos, leucemia e mieloma multiplo, sdo
indicadoras de progndstico, permitindo detectar precocemente a sepse. Pesquisas
recentes tém evidenciado que a qualificacdo e a quantificacdo de proteinas séricas
podem subsidiar o diagnostico e trazer valiosas informacdes prognosticas e de
monitoramento de doencgas (ECKERSALL, 2000).

Classificacdo das PFA

As PFA podem ser classificadas de acordo com sua concentracdo plasmatica,
seu modo de agéo e mecanismo de sintese (JAIN et al., 2011).

Classificacdo baseada na concentragdo plasmatica

a) PFA negativas
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Na inflamacéo o figado responde produzindo um grande nimero de PFA. Por
outro lado, a producdo de uma série de outras proteinas é reduzida. Estas sdo
conhecidas como PFA negativas. Neste grupo se encontram a albumina, a
transferrina, a transtiretina, a transcortina e a proteina de ligacao do retinol (JAIN et
al., 2011).

b) PFA positivas

As PFA positivas sdo glicoproteinas produzidas e liberadas pelos hepatécitos
a partir de estimulo especifico de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a) (KANEKO, 1997,
ECKERSALL, 2008). Sao consideradas PFA positivas as que apresentam elevacao
da concentracdo sérica na inflamacdo, como a proteina C reativa (PCR), proteina
ligadora de manose, alfa-1-antitripsina (AAT), alfa-1-antiquimiotripsina (AAQ), alfa-2-
macroglobulina, fibrinogénio, protrombina, fator VIII, fator de Von Willebrand,
plasminogénio, fatores do complemento, ferritina, amiléide A sérica (SAA),
ceruloplasmina (CP), haptoglobina (Hp) e alfa-1 glicoproteina acida (AGP) (CERON
et al., 2005; ECKERSALL, 2008, JAIN et al., 2011).

As PFA positivas desempenham diversas funcdes fisioldgicas para o sistema
imunologico, como destruicdo ou inibicAo do crescimento de microrganismos,
atuacdo nos estados de inflamacdo sistémica associada a anorexia e alteracdes
metabdlicas. Outras sé@o responsaveis pelo feedback negativo sobre a resposta
inflamatoria (JAIN et al., 2011).

Classificacdo baseada no modo de acéo

Considerando o modo de acdo das PFA, pode ser estabelecida a seguinte
classificacao (JAIN et al., 2011):
- inibidores das proteases: AAT e AAQ;
- proteinas da coagulacao: fibrinogénio e protrombina.
- proteinas do sistema complemento: C2, C3, C4, C5;
- proteinas de transporte: Hp e CP;

- outras proteinas, como PCR, SAA e AGP.
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Classificagcdo baseada no mecanismo de sintese

As PFA séo produzidas devido a RFA que estimula a producéo hepatica pelos
hepatdcitos e também ocorre a estimulacdo extra-hepatica, com a producéo pelas

células epiteliais, células endoteliais e tecido conjuntivo (JAIN et al., 2011).

Classificacdo baseada na magnitude de aumento

A classificacdo da RFA é dividida em principal, moderada e menor. A PCR e
SAA séo classificadas como resposta principal. A AAT, AGP, CR, HP e proteina-C
séo classificadas como resposta moderada (CERON et al., 2005; ECKERSALL &
BELL, 2010).

2.2.5 Frag0es Proteicas

a) Proteinas de Fase Aguda (PFA)

Albumina

Na eletroforese a albumina migra com maior rapidez e aparece como um pico
alto e distinto em uma das pontas da curva, geralmente localizada a esquerda. A
albumina corresponde a 60% da quantidade total de proteinas, portanto, € a proteina
mais abundante no plasma (ECKERSALL, 2008), sendo que a sua concentracao
sérica é controlada pela pressao coloidosmaotica (EVANS, 2002). A albumina é
sintetizada pelos ribossomos no citoplasma de hepatoécitos, transferida para o
reticulo endoplasmatico rugoso, reticulo endoplasmético liso e complexo de golgi,
através da membrana dos sinusoides (PRINSEN & de SAIN-van der VELDEN,
2004). A albumina aparece no citoplasma dos hepatécitos como um precursor
chamado pré-albumina (ECKERSALL, 2008). Somente cerca de 30 a 40% da
albumina estd no sangue, o restante esta no espaco intersticial. Musculos, figado e
rins sao os principais colaboradores para o catabolismo da albumina, com 40 a 60%
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da albumina total metabolizada nesses tecidos (PRINSEN & de SAIN-van der
VELDEN, 2004).

Diversos metabdlitos no sangue se unem a albumina, e essa unido auxilia o
transporte de substancias que sao soluvéis em meio aquoso e também evita perdas,
através dos rins, de importantes moléculas pequenas. A albumina constitui
importante reserva protéica, bem como um transportador de &acidos graxos livres,
aminoacidos, metais, calcio, horménios, bilirrubina, colesterol, oxido nitrico e ions,
além de patrticipar da regulacdo do pH sanguineo, atuando como anion (EVANS,
2002; LASSEN, 2007). O seu aumento ocorre em situacdes de desidratacéo
(LASSEN, 2007). Segundo Cooper et al. (2009), caes com carcinoma hepatico, sem
evidéncia de desidratacdo, apresentaram aumento na concentracdo seérica de
albumina. A hipoalbuminemia pode ocorrer em varias situacdes advindas de dano
hepético cronico, deficiéncia alimentar de fontes protéicas, parasitismos, doenca
renal, sindrome da ma absorcao intestinal, hemorragias, enteropatia e queimaduras
graves (LASSEN, 2007). A interpretacdo da diminuicdo da concentracdo sérica das
proteinas de fase aguda negativa € complicada, porque elas também sdo afetadas
pelo estado nutricional, perdas proteicas e diminuicdo da sintese (ECKERSALL,
2008).

A albumina € uma PFA negativa, que tende a diminuir sua concentracao
sérica diante de um processo inflamatério. Isto ocorre devido a inibicdo da sua
sintese pelas citocinas pré-inflamatérias (PEREIRA & BURINI, 1992) e ao aumento
da permeabilidade vascular, com consequente saida para 0S espacos
extravasculares (CORREA & BURINI, 2000).

A comparacao do proteinograma sérico de cées higidos e caes com linfoma
demonstrou diferencas significativas entre ambos os grupos. Nos céaes enfermos a
concentragéo sérica apresentou valores diminuidos para albumina e elevados para a
ceruloplasmina e haptoglobina, quando comparados aos caes higidos (CALAZANS
et al., 2009). Segundo Vieira et al. (2010), a concentracdo sérica da albumina
apresentou-se menor nos cades com linfoma, comparados aos cdes sadios, porém

sem alteragao significativa e dentro do valor de normalidade.
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Transferrina (TN)

A TN é responsavel pelo transporte do ferro plasmatico, sendo o seu aumento
o reflexo da caréncia de ferro (ECKERSALL, 2008).

Também conhecida por siderofilina € uma glicoproteina responsavel pelo
transporte sanguineo de ferro, presente na fracdo beta-2-globulina. Atua no controle
da absorcao do ferro intestinal bem como na sua distribuicdo no organismo (BACILA,
2003; PIRES et al., 2011). Sua molécula é composta pela ligacdo de dois atomos de
Fe3+. A oxidacdo do Fe2+ a Fe3+ € catalisada pela ferroxidase, que no sangue
existe sob a forma de uma ou mais proteinas (ferroxidase | e ferroxidase Il). A TN
libera para o metabolismo somente um dos dois atomos de Fe3+, que se reduz a
Fe2+ para as reacdes de formacdo de hemoglobina, ferritina (nos o6rgaos
hematopoiéticos), mioglobina (musculos), enzimas heme (todas as células) e para
excrecdo no suor e na bile. O ferro é estocado sob forma de ferritina (ferro
absorvivel) e/ou hemossiderina (forma inabsorvivel) (BACILA, 2003). Possui efeito
bactericida, pois indisponibiliza o Fe3+ para bactérias quando ocorre um processo
inflamatorio (JAIN et al., 2011).

A quantificag@o sérica da TN é utilizada para avaliar o metabolismo do ferro
no organismo dos animais. Niveis diminuidos de TN podem ser conseqliéncia da
producdo inadequada de transferrina por danos nos hepatdcitos, doenca renal,
leucemias, inflamacdo aguda e crbnica. Os niveis elevados podem indicar
deficiéncia grave de ferro, desnutricdo ou gestacéo (JAIN, 1993).

A TN é uma PFA negativa e seus valores decrescem de acordo com a
enfermidade apresentada. Possui vida média de aproximadamente oito a 10 dias,
responde com rapidez a mudancas no estado nutricional, porém, seus niveis sao
afetados por varias doencas (FUHRMAN et al., 2004). Pires et al. (2011), avaliaram
0 metabolismo do ferro em cées, em relagéo idade e sexo. A TN nao apresentou
alteracdo significativa segundo o sexo, porém houve diferenca significativa em
relacdo as meédias de faixa etaria, apresentando valores aumentados em cées
adultos, comparados aos caes jovens.

Estudos em humanos demonstraram que a expressdo do receptor de TN

apresentou-se maior em células malignas e em células normais em proliferacéo, do
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que nas outras células (SUTHERLAND et al., 1981). Segundo Wu et al. (2006), em
neoplasias hematopoiéticas e ndo-hematopoiéticas, houve a expressao do receptor
de transferrina. A alta expressao do receptor de TN foi associada a um prognostico
reservado em humanos (KVALOY et al., 1984). O receptor de transferrina foi
expresso no linfoma canino e sua expressao foi associada ao grau e fendtipo do
tumor (PRIEST et al., 2010).

Alfa-1-Antitripsina (AAT)

A AAT é o componente mais importante dentre os “inibidores de proteases”,
que é um grupo de proteinas com a funcéao de neutralizar as atividades das enzimas
proteoliticas, durante um processo inflamatorio agudo (NAOUM; CERON;
DOMINGOS, 1999; ECKERSALL, 2008). As enzimas proteoliticas possuem a
capacidade de degradar a membrana basal e a matriz extracelular, permitindo o
contato das células neoplasicas com o0 estroma e consequente penetracdo e
infiltracdo celular, ocasionando metastases e crescimento tumoral (HIRATSUKA et
al., 2002; GOMES et al., 2009).

O aumento da AAT é caracteristico das hepatopatias cronicas e agudas,
porém tende a diminuir na cirrose (NAOUM, CERON; DOMINGOS, 1999) e também
aumenta na doenca pulmonar cronica (ECKERSALL, 2008).

A AAT é uma antiprotease com significativa propriedade antiinflamatéria e uso
terapéutico em algumas doencgas graves como: deficiéncia da AAT, enfizema
pulmonar, asma, vasculite, lesdo pulmonar aguda, diabetes, artrite reumatdide,
paniculite e fiboromialgia (BERGIN et al., 2012).

Atualmente sabe-se que a AAT € a proteina mais complexa e multipotente,
gue possui atividade antiinflamatéria contra células do sistema imune (BERGIN et
al., 2012).

Alfa-1-Glicoproteina Acida (AGP)

A AGP altera-se significativamente apds um processo inflamatorio (CONNER

et al., 1989), podendo diminuir na insuficiéncia hepatica e nefropatias (YUKI et al.,
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2010).

A AGP apresenta propriedades imunomoduladoras, de reparo e cicatrizacao,
liga-se a maioria das drogas e agentes inespecificos, apresentando sua
concentracdo elevada na babesiose, erliquiose, parvovirose, linfoma, sarcoma e
carcinoma (CERON et al. 2005). Em cadelas com piometra, as quantidades de AGP
variam de acordo com o aumento da severidade do problema e com o tempo de
internacdo (HAGMAN, 2011). De acordo com Yuki et al. (2010), a AGP apresentou
aumento gradual com a idade e auxiliou na avaliacdo do efeito terapéutico da

cirurgia para piometra.

Ceruloplasmina (CP)

E uma glicoproteina (alfa-2-globulina), descrita como PFA transportadora do
cobre, essencial para a eritropoiese, com efeito antioxidante nas células e tecidos, a
fim de protegé-los de compostos gerados pela fagocitose de microrganismos e
debris de tecidos e reducdo de neutrdfilos anexados ao endotélio (CERON et al.,
2005; LUCAS et al., 2010; CRAY et al., 2012). A CP pode aumentar nos processos
inflamatorios, infecciosos e parasitarios (JAIN, 1993).

Segundo Tecles et al. (2005), cdes com linfoma ou leucemia nao
apresentaram diferenca significativa na concentracdo sérica de CP, quando
comparados aos cédes higidos. Em cédes com linfoma a CP diminui com o inicio da
quimioterapia, na remissao e surpreendentemente, na recidiva da doenca. Portanto,
a auséncia de alteracdo da CP no linfoma e a influéncia da quimioterapia, faz dela
uma PFA inapropriada para monitorar o linfoma canino (LUCAS et al., 2010).

No trauma os valores da CP se elevam duas a trés vezes, alcancando o pico
méaximo dentro de 24 horas. A CP apresenta menor aumento na concentracao sérica
em caes com parvovirose, porém, em comparacao entre valor de normalidade, sua
alteracéo foi maior quando comparado a outras PFA, resultado que a apontou como
indicador precoce do processo inflamatério em caes (KOGIKA et al., 2003).

A CP apresenta um papel importante no metabolismo do cobre, e desta
forma, pesquisadores a investigaram em diversas fases do ciclo estral de cadelas

descrevendo valores aumentados na sua concentracdo no terco inicial da gestacéo
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(ULUTAS et al., 2009). Também foi descrita sua elevacao na detec¢éo e resposta ao
tratamento de cdes com leishmaniose, sendo indicada como uma das principais PFA
para avaliar tal enfermidade (MARTINEZ SUBIELA & CERON, 2005).

Haptoglobina (HP)

E uma glicoproteina (alfa-2-globulina) formada por duas subunidades alfa e
beta, que se estabilizam ao se ligarem especificamente a hemoglobina livre
plasmatica, formando um complexo proteico que sera direcionado da circulagcdo para
0 sistema mononuclear fagocitario, onde ocorrer a reciclagem do ion ferro durante
0 processo da hemocaterese e na defesa contra patogenos (CORAZZA et al., 1997,
LEVY et al., 2010).

E considerada uma das principais PFA em todas as espécies, principalmente
em bovinos. A elevacdo de seus valores em caes € ocasionada por processos
inflamatorios, corticoterapia (MARTINEZ et al., 2001; McGROTTY et al.,, 2005),
tripanossomiases, leishmaniose, trauma e sindrome de Cushing (CERON et al.,
2005). Segundo Ceron et al.(2005), a HP pode ser detectada na circulacdo 24 horas
apos o trauma e suas concentra¢cdes chegam ao pico maximo em quatro dias. Suas
funcBes sdo descritas como ligante de hemoglobina, agente bacteriostético e fator
estimulador de angiogénese, participa no metabolismo de lipidios e possui um
importante efeito imunomodulador (CRAY et al., 2012). A HP liga-se a hemoglobina
livre, portanto, pode ser utilizada como um biomarcador para anemia hemolitica
(MITCHELL et al., 2009).

A HP também pode ser utilizada como marcador de infeccdo bacteriana
secundaria em caes com gastrenterite hemorragica, sugerindo a gravidade do
processo inflamatério ocasionado pelo parvovirus canino (KOGIKA et al., 2003).

Planellas et al. (2009), investigaram a HP e PCR em cadelas com neoplasias
mamarias e encontraram aumentos moderados nas concentracdes séricas de
ambas as proteinas quando comparadas a cadelas higidas.

A mensuragao da PCR em conjunto com a HP em caes obesos “resistentes a
insulina” submetidos a restricdo dietética, demonstrou que as concentracdes séricas

de ambas as proteinas no inicio do regime dietético estavam aumentadas e
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diminuiram apés reducédo do tecido adiposo, sugerindo que estas PFA podem estar
ligadas a uma resposta inflamatéria subclinica em casos de obesidade. Também foi
demonstrado que a diminuicdo de TNF- a pode ter envolvimento no desenvolvimento

da resisténcia a insulina detectada nestes animais (GERMAN et al., 2009).

b) Imunoglobulinas

O reconhecimento de antigeno é o ponto alto da resposta imune adaptativa
especifica, e dois tipos de moléculas estdo envolvidas nesse processo, as
imunoglobulinas e os receptores de antigenos da célula T. As imunoglobulinas
constituem um grupo de glicoproteinas presente no soro e fluidos teciduais de
mamiferos. Algumas imunoglobulinas estdo localizadas nas superficies das células
B onde funcionam como receptores, enquanto outras estao livres no sangue e na
linfa (ROITT et al., 2003).

As imunoglobulinas agem como anticorpos e sdo produzidas em resposta a
antigenos. Elas sao altamente especificas e somente um antigeno determinante
estd envolvido. Naturalmente, entretanto, determinados antigenos multiplos estéo
comumente envolvidos. A linha de células linfociticas exerce uma fungéo central no
sistema imune. H& duas subpopulacdes, os linfocitos B e linfocitos T, que podem ser
identificados por técnicas imunoldgicas especiais. Os linfécitos T sdo encontrados no
sangue e nos linfonodos na area cortical profunda. Eles estdo associados a
imunidade mediada por células. Os linfocitos B foram originalmente identificados na
bursa de fabricius de aves. No adulto, eles sdo encontrados no sangue e no centro
germinativo dos linfonodos. As células B respondem a estimulo de antigenos com a
proliferacdo de plasmocitos e producdo de anticorpos especificos contra a
estimulacdo antigénica. Ha cinco classes de imunoglobulinas, IgG, IgA, IgM, IgD e
IgE, que tem sido identificadas em humanos, mas na maioria das espécies
domeésticas somente a IgG, IgA, IgM, e IgE sao evidentes, embora a IgD possa ser
raramente expressada (GORMAN & HALLIWELL, 1989).

Uma populagéo especifica de plasmocitos de origem genética definida, um
clone, produz uma imunoglobulina especifica. O crescimento descontrolado de um

clone de células B unicas (malignidade) resulta em uma super producdo de espécies
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guimicas Unicas de imunoglobulinas, que aparecem como um pico monoclonal
pontiagudo ou gamopatia monoclonal no eletroforetograma. Ocasionalmente, uma
gamopatia triclonal ou biclonal pode ser identificada. Um grupo de clones, cada um
de origem genética diferente, pode também produzir uma mistura heterogénea de
imunoglobulinas, que aparece como uma regido hiperglobulinémica ampla ou difusa
no eletroforetograma. Essa regido é descrita como uma gamopatia policlonal
(ECKERSALL, 2008).

A hipergamaglobulinemia € uma sindrome paraneoplasica que provoca
hiperviscosidade sanguinea e que pode ser observada no mieloma multiplo, no
linfoma, na leucemia linfocitica e na macroglobulinemia primaria (DORFMAN &
DIMSKI, 1992).

Imunoglobulina G (IgG)

A 1gG é a principal imunoglobulina encontrada no sangue, € responsavel pela
imunidade humoral do organismo, e apresenta varias atividades bioldgicas, incluindo
opsonizacao, aglutinacao e fixacdo de complemento (JAIN, 1993). A IgG apresenta
elevacdes e diminuicdes na sua concentragdo sérica semelhantes a IgA (KANEKO,
1997).

A 1gG é a classe de anticorpos com maior concentracao sérica, apresentando
aproximadamente 1 a 2g/100mL, e demonstra algumas diferencas entre as espécies
(TIZARD, 2008). As subclasses de IgG sé@o conhecidas na maioria das espécies. A
IgG tem uma estrutura de cadeia de quatro polipeptideos com um peso molecular
total de 180 KD. As cadeias pesadas de IgG sdo chamadas de cadeia gama e séo
Unicas para IgG. A IgG auxilia na defesa do hospedeiro porque ela pode estar no
sistema vascular e distribuir-se por toda parte do fluido extravascular tecidual, onde
ela possui muitas funcdes de protecdo (GERSHWIN, 2008).

Nas neoplasias das células linféides ha, segundo alguns relatos, o aumento
de alfa-2 e betaglobulinas, embora nos linfomas e carcinomas hepaticos seja comum
0 aumento de beta e gamaglobulinas (BUSH, 2004). Em 20% dos cdes com linfoma
h& hipergamaglobulinemia que leva a hiperglobulinemia (CARDOSO et al., 2004). No

linfoma, pode ocorrer tanto gamopatia monoclonal como policlonal (ECKERSALL,
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2008). Segundo Vieira et al. (2010), caes com linfoma apresentaram aumento
significativo das fragBes protéicas AGP, TN, IgG e globulinas, comparados aos caes

sadios.

Imunoglobulina A (IgA)

A IgA existe primariamente em duas formas, como um mondémero (160 KD)
no sangue e na forma secretéria como um dimero (390 KD). Menos comumente, a
IgA pode ocorrer na forma de polimero. Em animais domeésticos, a IgA € importante
como anticorpo secretério dentro do trato intestinal e dos pulmdes. Ela é capaz de
neutralizar virus e prevenir aderéncias de patdégenos bacterianos aos tecidos alvo.
Ela ndo tem a funcdo de opsonizacdo e é incapaz de se fixar ao complemento
(GERSHWIN, 2008).

A IgA encontra-se em maior concentragdo nas doencgas infecciosas, doenca
do tecido conjuntivo, doenca hepatica, mieloma e outros tumores do sistema reticulo
endotelial. A IgA apresenta-se em menor concentracdo nos fetos, nos animais recém
nascidos antes da ingestdo do colostro, nas deficiéncias imunolégicas e na
agamaglobulinemia (KANEKO, 1997). A IgA esta presente nas secre¢cfes externas
(lagrima, saliva, secrecdes respiratorias, gastrintestinais e genitourinarias) em muitas
espécies animais, sendo importante para defesa local e protecdo de varias

superficies do corpo contra invaséo bacteriana e viral (JAIN, 1993).

2.2.6 Eletroforese

A eletroforese é uma técnica na qual os diferentes tipos de proteinas séo
separados, tornando possivel a determinacdo de suas propor¢des relativas em uma
dada amostra de material biol6gico. Em um suporte de gel de poliacrilamida, em pH
alcalino, uma aliquota de soro € depositada e sob a acdo de um campo elétrico ha
migracao das diferentes fracdes proteicas, em diferentes velocidades, em direcdo ao
anodo. Apos a coloracgdo, tais fracdes aparecem como bandas de intensidades de
cores variadas que, escaneadas por um densitdmetro computadorizado, propiciam
uma curva eletroforética (ECKERSALL, 2008).
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Na eletroforese além da albumina, estdo arranjadas as globulinas (a, B e y) €,
em muitos casos, cada uma delas pode ser claramente subdividida em duas bandas
(a1, a2, B1, B2, y1, e y2) (BUSH, 2004).

Essa técnica tem sido utilizada para obtencédo do proteinograma em diversas
espécies (FAGLIARI et al., 2008; SAQUETTI et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

O presente ensaio teve como objetivos avaliar o perfil eletroforético das
proteinas totais e suas fracdes, em caes com linfoma multicéntrico, e correlaciona-lo
aos fatores prognésticos, tais como imunofenotipagem das subpopulacdes

linfocitarias, estadiamento clinico e resposta ao tratamento.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Instituicbes Envolvidas

Os cédes com linfoma foram provenientes do Setor de Oncologia do Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel’, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista (FCAV/Unesp), Jaboticabal/SP, e do
Centro Avancado de Veterinaria (CAVET), localizado em Ribeirdo Preto/SP. As
analises hematoldgicas e bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria e as analises eletroforéticas no Laboratério de Pesquisa, ambos
da FCAV/Unesp, Jaboticabal/SP. A determinacdo do imunofendtipo foi realizada no
Laboratorio de Imunohistoquimica, do Servico de Patologia, da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ/Unesp), Botucatu/SP. A classificagdo
histopatolégica foi feita no Laboratorio de Patologia Veterinaria VETPAT,

Campinas/SP.

4.2 Grupos Experimentais

Trinta caes adultos foram distribuidos em trés grupos experimentais:
Grupo Controle (GC): 10 céaes higidos, adultos, seis machos (60%) e quatro fémeas
(40%), raca Beagle, idade 4,9 £ 3,03 (anos), peso 12,34 + 1,39 (kg) (Apéndice A),
cujo estado de saude foi avaliado por exames fisicos e clinico-patologicos gerais.
Grupo Linfoma B (GLB): 12 cées com linfoma B, adultos, cinco machos (41,67%) e
sete fémeas (58,34%), sendo assim distribuidos, mesticos (SRD) (25%), Rottweiler
(25%), Poodle (16,67%), Labrador (8,34%), Pinscher (8,34%), Basset Hound
(8,34%) e Bull Terrier (8,34%), com idades entre 7,75 = 2,49 (anos) e peso 24,98 +
15,06 (kg) (Tabela 3).
Grupo Linfoma T (GLT): oito cdes com linfoma T, adultos, dois machos (25%) e
seis fémeas (75%), sendo Boxer (37,5%), Dog Aleméao, Beagle, Lhasa Apso,
American Pit Bull Terrier e Bull Terrier (12,5%), com idades compreendidas entre
7,25 + 1,28 (anos), e peso 24,41 + 10,11 (kg) (Tabela 4).

As tabelas seguintes apresentam as caracteristicas gerais dos grupos dos
cdes com linfoma.
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Tabela 3. Caracteristicas gerais de raca, sexo, idade e peso dos cées do grupo
linfoma B (FCAV/Unesp, Jaboticabal, 2013).

Animais Raca Sexo Idade (anos) Peso (Kg)
Bl Rottweiler macho 05 40,00
B2 Poodle fémea 09 06,00
B3 Rottweiller fémea 05 51,00
B4 Rottweiller macho 06 37,00
B5 Labrador macho 04 30,00
B6 Pinscher fémea 08 04,00
B7 SRD macho 12 30,00
B8 SRD fémea 08 33,00
B9 Poodle fémea 11 05,60
B10 SRD macho 07 13,20
B11 Basset Hound fémea 10 28,00
B12 Bull Terrier fémea 08 22,00

SRD: Sem Raca Definida.

Tabela 4. Caracteristicas gerais de raca, sexo, idade e peso dos cées do grupo
linfoma T (FCAV/Unesp, Jaboticabal, 2013).

Animais Raca Sexo Idade (anos) Peso (Kg)
T1 Dog Aleméo fémea 07 41,00
T2 Beagle fémea 07 20,00
T3 Boxer fémea 08 32,00
T4 Boxer fémea 05 25,00
T5 Boxer fémea 06 20,00
T6 Lhasa Apso macho 08 07,30
T7 Pit Bull macho 09 30,00
T8 Bull Terrier fémea 08 20,00

4.3 Momentos Avaliados

Os cédes com linfoma foram avaliados em trés diferentes momentos:
momento do diagndstico da doenga (Mp), momento da 52 semana de quimioterapia
(Ms) e momento da recidiva da doenca (Mg). Os cédes higidos foram avaliados
somente no My. Um dos pacientes do GLB veio a 0bito na anestesia para realizacéo

da biopsia excisional do linfonodo acometido, no My. Dos animais do GLT, dois
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pacientes nao retornaram no Ms e dois pacientes foram submetidos a eutanasia
devido a complicag@es clinicas da doenca apés 0 My. Somente dois cdes do GLB e
trés cdes do GLT apresentaram recidiva da doenca, durante o protocolo
quimioterapico. A imunofenotipagem e o estadiamento clinico foram avaliados no Mg

e a resposta ao tratamento no Ms (Tabela 5).

Tabela 5. Niamero de animais dos trés grupos experimentais nos momentos Mo,
Ms e Mg (FCAV/Unesp, Jaboticabal, 2013).

GRUPOS MOMENTOS N° DE ANIMAIS
GC Mo 10
Ms 10
Mg 10
GLB Mo 12
Ms 11
Mg 02
GLT Mo 08
Ms 04
Mg 03

4.4 Avaliacéo das Parcelas Experimentais

Os céaes com linfoma multicéntrico tiveram o diagndstico firmado com base no
exame fisico, citoldgico, hematoldgico, bioquimico sérico (funcdes hepética e renal),
mielograma, exames de imagem, imuno-histoquimico e histopatologico. Assim, 0s
referidos animais foram classificados de acordo com os critérios propostos pela OMS
(VAIL, 2000), em estadios | a V e subestadios a ou b.

4.5 Quimioterapia Antineoplasica

Os animais acometidos por linfoma foram tratados com o protocolo
guimioterapico antineoplasico de Madison-Wisconsin modificado (19 semanas)
(NELSON & COUTO, 2006), incluindo sulfato de vincristina (0,75mg/m?, IV), L-
asparaginase (400Ul/kg, IM), ciclofosfamida (250mg/m? VO), doxorrubicina
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(30mg/m?, perfusédo) e prednisona (2mg/kg/dia, na 12 semana; 1,5mg/kg/dia, na 22
semana; 1mg/kg/dia, na 32 semana; 0,5 mg/kg/dia, na 42 semana) (Tabela 6).

A resposta ao tratamento foi classificada segundo o0s pacientes
apresentassem remissdao completa (RC: desaparecimento da doenca clinica),
remissao parcial (RP: diminuicdo em 50% do tamanho do tumor sem evidéncia de
novos tumores), doenca estavel (DE: diminuicdo ou aumento em até 50% do
tamanho do tumor, sem desenvolvimento de outro tumor) e doencga progressiva (DP;
aumento em pelo menos 50% do tamanho do tumor ou o aparecimento de novos
tumores) (DHALIWAL,; KITCHELL; MESSICK, 2003) .

Tabela 6. Protocolo quimioterapico antineoplasico de Madison-Wisconsin modificado
(NELSON & COUTO, 2006) (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2013).

Momentos Semanas  Vincristina L-asparaginase* Ciclofosfamida Doxorrubicina Prednisona

0,75mg/m?, IV 400Ul/kg, IM 30mg/m?, perfuséo

MO S1 2,0 mg/kg/dia

S2 - - X - 1,5 mg/kg/dia

S3 X - - - 1,0 mg/kg/dia

S4 - - - X 0,5 mg/kg/dia
M5 S5 intervalo

S6 X - - =

S7 - - X -

S8 X - - =

S9 - - - X

S10 intervalo

S11 X - - =

S12 intervalo

S13 - - X -

S14 intervalo

S15 X - - -

S16 intervalo

S17 - - - X

S18 intervalo

S19 X

S1 a S10: Fase de inducéo da remissdo, S11 a S19: Fase de manutencdo.*L-asparaginase foi utilizada em todos os cées apds
a 52 semana, em momentos diferentes. Mo: momento do diagndstico, antes da 12 sessao de quimioterapia, Ms: momento da 52
semana, apos o 1° ciclo de quimioterapia
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4.6 Colheita de Material Biolégico

Os cédes que apresentaram linfadenomegalia foram submetidos ao exame
citolégico, obtido através da citologia aspirativa por agulha fina do linfonodo.
Confirmado o diagnéstico, foi realizada a bidopsia do linfonodo acometido para
obtencdo de amostras. Na maioria dos cdes com linfoma, nos estadios Ill, IV ou V,
optou-se pelo linfonodo popliteo, devido a facilidade de colheita. Todas as biopsias
foram realizadas mediante anestesia geral intravenosa associada a anestesia local
epidural. Ap6s os procedimentos anestésicos foi realizada tricotomia, antissepsia e
resseccdo do linfonodo. O linfonodo excisado, foi fixado em formol a 10%
tamponado (pH 7,6), por 24 horas, e posteriormente transferido para solucdo de
alcool 70%, com vistas a andlise imuno-histoquimica.

As amostras de sangue foram colhidas por venopuncdo jugular, apés
antissepsia, em sistema a vacuo (tubos de 10 mL), distribuidas em dois tubos, um
com EDTA para realizacdo do hemograma, e outro sem anticoagulante para
realizacdo de exames bioquimicos e eletroforéticos. Apds a colheita, as amostras
sem anticoagulante foram submetidas a centrifugacdo por 5 minutos, a 1257,6 g
(2500 rpm), e obtencé&o do soro. Ato continuo, o soro foi recolhido e envasado em
microtubos (eppendorfs®) (1,5mL) e armazenado sob congelamento a -18°C, para

posterior andlise eletroforética.

4.7 Imunofenotipagem

4.7.1 Técnica de Imuno-histoquimica

A classificacdo do tipo celular predominante nos linfomas foi estabelecida
utilizando-se de anticorpos primarios marcadores de linfécitos T (CD3) e B (CD79a),
ambos contra antigenos humanos, produzidos pela DAKO® (Tabela 7).

O método de imuno-histoquimica empregado foi pelo polimero horseradish
peroxidase (HRP - Dako K4068) e 3,3’ diaminobenzidine tetrachloride (DAB - Dako
K3468-1). Os cortes de tecido (4u) foram distendidos em laminas carregadas e
permaneceram em estufa a 57C por 24 horas e, posteriormente, foram

desparafinizados com xilol e re-hidratados em alcool etilico em concentracdes
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decrescentes. Na sequéncia, foi realizada a recuperacdo antigénica pelo calor,
utilizando uma solucdo de citrato pH 6,0 em panela de pressdo (Pascal®; Dako,
Carpinteria, CA, USA) por 30 segundos a, 128T, aproximadamente. ApOs essa
etapa, ao atingirem a temperatura ambiente, as laminas contendo os cortes foram
lavadas em agua deionizada. A seguir foram incubadas em dois banhos, de 10
minutos cada, em perdxido de hidrogéneo 3% (10V) para o bloqueio da peroxidase
endogena e entdo lavadas em agua deionizada por cinco minutos. O bloqueio de
proteinas inespecificas foi conduzido com solucdo blogueadora de reacdo
inespecifica (protein block serum-free — catdlogo n° X0909 — DAKO Corp.).
As laminas contendo os cortes foram incubadas com o anticorpo primario na diluicdo
padronizada (Tabela 7) e, entdo, incubados a 4T overnight (18 horas). Depois,
foram novamente lavados em solucdo tampédo de TRIS. Em seguida foram
incubadas com polimero Envision (Dako, Carpinteria, CA, USA) e posteriormente
lavadas em TRIS por trés vezes. A coloragdo foi obtida utilizando-se o DAB
(DakoCytomation, Carpinteria, USA) e a contracoloracdo pela hematoxilina de
Harrys, seguida da desidratacdo em concentracdes crescentes de alcool e xilol. As

laminas, recobertas por laminulas, foram montadas em resina.

Tabela 7. Anticorpos empregados nas reac¢des imuno-histoquimicas em linfonodos
caninos (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2013).

Anticorpos Clones Diluicbes Conservacéo do
tecido
CD3* (LinfdcitosT) F.7.2.38 1/100 Parafinado
CD79a** (Linfécitos B) HM57 1/20 Parafinado

* camundongo anti-humano (monoclonal). ** coelho anti-humano (policlonal)
4.8 Avaliagdo da Proteina Total e Fragdes Proteicas
4.8.1 Proteina Total

As proteinas totais séricas foram determinadas pelo Método do Biureto, com
auxilio de um conjunto de reagentes (Labtest®) e leitura em espectrofotdmetro semi-

automatico (Labquest®).
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4.8.2 Albumina

A concentracdo sérica da albumina foi mensurada pelo método Verde de
Bromocresol e pela técnica de SDS-PAGE. Porém, foi considerado o valor de
albumina obtido pelo método Verde de Bromocresol. Foi utilizado um conjunto de

reagentes (Labtest®) e leitura em espectrofotdmetro semi-automatico (Labquest®).

4.8.3 Globulina

A concentracdo seérica da globulina foi calculada a partir dos valores da

proteina total e albumina (Globulina= PT - albumina).

4.8.4 Relagéo Albumina:Globulina (A:G)

A relacdo A:G foi calculada a partir dos valores da albumina e globulina

(Relacdo A:G= albumina/globulina).

4.8.5 Fracionamento Eletroforético

A eletroforese permite o fracionamento das PFA que se localizam nas fracdes
alfa e betaglobulinas, e das imunoglobulinas, sendo a maior parte destas proteinas
com localizacdo na fracdo gamaglobulina. Nesta técnica ocorre a separagdo da IgG
em cadeia leve e pesada, devido a presenca do mercaptoetanol no gel mix, que
rompe as pontes de dissulfeto presentes na IgG. Desta forma, os resultados
encontrados no ensaio em tela para a IgG sao a somatéria da IgG de cadeia leve e
pesada.

O eletroforetograma foi obtido em matriz de gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). O fracionamento eletroforético foi realizado

segundo técnica descrita por Laemmli (1970) modificada, utilizando-se o sistema

vertical de eletroforese (PROTEAN Il XI VERTICALELETROPHORESIS CELLS® -
BIO-RAD). A polimerizacdo do gel ocorreu pela adicdo de 15uL de
tetrametiletilienodiamina (TEMED - Sigma, ST. Louis-MO, EUA) e 0,3uL de persulfato
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de amonia (10%). A placa contendo o gel foi colocada em suporte apropriado em
contato com uma cuba superior contendo solugédo tampao (pH 8,5), composta de
36,39 de tris-base, 112,59 de glicina, 10g de SDS e agua destilada estéril suficiente
para completar um litro de solugcdo. As placas foram preenchidas com o gel de
separacdo a 10% e gel de empilhamento a 4%. Para o fracionamento das proteinas,
as amostras foram preparadas utilizando-se 10uL de soro sanglineo diluidos em
30uL de tampéao-fosfato (PBS) e 20uL de gel mix e aquecidas sobre agua em
ebulicdo por 10 minutos. Uma aliquota de 5uL das referidas amostras foi depositada
no fosso do gel. A placa foi colocada em suporte apropriado (Fotodyne, Fotodyne
Inc, Houston, TX, USA) e submetida a corrente elétrica a 20 mA, em fonte
adequada. Terminada a separacéo, o gel foi corado durante duas horas em solucéo
de Azul de Comassie 0,2%, no agitador horizontal, e em seguida, foi retirado o
excesso de corante com solucdo descorante, até que as fracdes se apresentassem
nitidas. Os pesos moleculares (PM) e as concentracdes das fracdes proteicas foram
determinados por densitometria computadorizada (SHIMADZU CS-9301, Shimadzu
Corp., Kyoto, Japado) por intermédio do escaneamento das amostras. Para a
identificacdo das proteinas foram utilizados marcadores (SIGMA MARKER™, wide
range 6,5 a 200 KDa, Sigma-Aldrich Biotechnology LP) de PM 200, 116, 97, 66, 55,
45, 36, 29 e 20 KDa. Para avaliacdo densitométrica das bandas protéicas foram

confeccionadas curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padrao.

4.9 Analise Estatistica

Para determinar se a proteina total e suas fracdes diferiram significativamente
entre os cdes sadios e cdes com linfoma B ou T, no My, de acordo com a
imunofenotipagem e estadiamento clinico, os dados foram submetidos a Analise de
Variancia pelo Teste F (p<0,05). Para avaliagcdo da resposta ao tratamento entre os
grupos remissao parcial x remissdo completa, nos cdes com linfoma no Ms, os dados
foram submetidos a Analise de Variancia pelo Teste F (p<0,05). Os dados foram
analisados em um delineamento em parcelas subdivididas no tempo (grupos X
momentos), e as médias dos grupos confrontadas pelo Teste de Tukey (5%). Foi
utilizado o programa estatistico SAS (Statistical Analysis System - version 9) para

consecucado da analise estatistica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Imunofenotipagem, Estadiamento Clinico e Resposta ao Tratamento

A classificagdo imunofenotipica dos linfomas caninos, objeto deste ensaio,
revelou 12 casos de cdes acometidos por linfomas B (60%) e oito por linfomas T
(40%) (Tabela 8). Tais resultados imunofenotipicos sédo semelhantes aqueles de Vall
& Ogilvie (1998), em cujo estudo relataram aproximadamente 70 a 80% dos linfomas
caninos com derivacdo imunofenotipica de célula B e 20 a 30% de células T.
Sequeira et al. (1999), também relataram maior ocorréncia do imunofenotipo B em
linfomas caninos. No entanto, Coleta (2009) pesquisando imunofenotipagem no
linfoma canino, relatou maior frequéncia do imunofenétipo T. Ha de se ressaltar, que
no grupo GLT ndo houve nenhum animal mestico, corroborando os achados de
Morrison (2005), que relatou que em caes de raca pura a predisposicao genética
para este tipo de neoplasia parece existir.

Com relacdo ao estadiamento clinico da doenca, observou-se maior
incidéncia do estadio IV (40%), seguido dos estadios Il e V (20% cada), estadio |
(15%) e estadio Il (5%). Os subestadios “a” e “b” apresentaram incidéncias
semelhantes (Tabela 8).

De acordo com os achados deste ensaio, e dentre os pacientes com linfoma
B, seis deles apresentaram a doenca linfoproliferativa no estadio IV (50%), trés no |
(25%) e trés no estadio V (25%). J&, no caso dos pacientes acometidos por linfoma
T, verificou-se que trés deles apresentaram-se no estadio | (37,5%), dois no estadio
IV (25%), um no estadio Il (12,5%), um no estadio Ill (12,5%) e um no estadio V
(12,5%). Além do mais, foi verificado que, a extensdo da doenca em outros 6rgaos
foi melhor observada em pacientes com linfoma B, tendo em vista que 58,3% dos
referidos pacientes apresentaram-se no subestadio a, ou seja, sem sinais clinicos da
doenca linfomatosa, com consequente melhor progndstico. Na maioria dos pacientes
com linfoma T a doenca apresentou-se mais localizada, se restringindo a um unico
linfonodo ou a linfonodos regionais, sendo que 62,5% destes pacientes
apresentaram-se em subestadio b, demonstrando um comportamento mais
agressivo do linfoma de células T. De acordo com a resposta ao tratamento

observada no momento M5 (52 semana de quimioterapia), oito pacientes (40%)
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apresentaram RP, seis pacientes (30%) RC, dois pacientes (10%) DP e nenhum
paciente apresentou DE. Quatro pacientes (20%) n&do foram avaliados devido ao
Obito apds a 12 sessdo de quimioterapia. O Unico animal em estadio Il e dois
pacientes em DP foram excluidos do protocolo experimental, devido a baixa

frequéncia ocorrida (Tabela 8).

Tabela 8. Imunofenotipagem (My), estadiamento clinico (Mo) e resposta ao
tratamento (Ms) dos cdes com linfoma (FCAV/Unesp, Jaboticabal,
2013).

Animal Imunofenétipo  Estadio Subestadio Resposta ao Tratamento

Remissdo Completa

Remissédo Completa

Remissao Parcial

Remissao Parcial

Remissao Parcial

Remissao Parcial

Remissédo Completa
Doenca Progressiva

20 T | b

Os pacientes acometidos por linfomas B foram classificados com relacdo as
suas respostas ao tratamento, sendo oito deles com RP (66,6%), trés com RC (25%)
e um sem avaliacdo classificatoria (8,33%). J&, com relacdo aos pacientes com
linfoma T, trés deles apresentaram RC (37,5%), dois DP (25%) e trés néo
propiciaram avaliacdo classificatoria (37,5%). Os animais que ndo apresentaram
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avaliacdo classificatoria foram aqueles que vieram a 6bito apos a 12 consulta. Como
pode ser verificado a RC ocorreu com maior frequéncia nos animais com linfoma T,
corroborando os achados da literatura que relatam que pacientes com linfoma T
respondem melhor a quimioterapia, no entanto, apresentam menor tempo de
sobrevida e de remissao da doenca (MACEWEN; YOUNG; VAIL, 2001).

As proteinas séricas totais e as fragBes proteicas ndo apresentaram
diferencas significativas com relac&o a resposta ao tratamento, entre 0s animais que
apresentaram remissdo completa e remissdo parcial (Tabela 9), porém as
concentragcbes das proteinas totais e da maioria das fracbes proteicas
apresentaram-se mais elevadas no soro de animais em remissao parcial da doenca
linfoproliferativa, evidenciando uma maior concentracéo sérica de proteinas em céaes
acometidos com a doenca ativa. Calazans (2006), comparando caes portadores de
linfoma e com diferentes respostas ao tratamento (G1- remisséo parcial ou completa
e G2- doenca estavel ou progressiva), submetidos ao protocolo quimioterapico COP-
1, também né&o observou diferencas entre os referidos grupos.

Os niveis séricos de albumina apresentaram diferencas significativas em
funcdo do estadio clinico da doenca linfomatosa em cées (Tabela 10). As
concentragdes séricas de albumina apresentaram-se significativamente menores no
soro de cdes no estadio Ill, em comparacdo aqueles no estadio I. Da mesma forma,
cées portadores de linfoma e classificados no estadio V, apresentaram niveis sericos
de albumina, inferiores aqueles do estadio I. Além do mais, foi verificado que de
acordo com a evolucao clinica da doenca, houve decréscimo na concentragdo sérica
da albumina, porém dentro do intervalo de normalidade. Aqui, cabe ressaltar que a
alteracdo na concentracao sérica de albumina ndo é especifica, e se deve dentre
outras causas de hipoalbuminemia, a doenca hepéatica crbénica, sindrome nefrotica e
desnutricdo grave. Os pacientes com linfoma classificados nos estadios IV e V,
podem apresentar invasdo de células neoplasicas no figado, levando ao
comprometimento da funcdo hepatica, e consequente diminuicdo da biossintese
proteica.

Neste ensaio, a albumina apresentou niveis séricos significativamente
menores no grupo subestadio b (com sinais clinicos da doencga), quando comparado

agueles no subestadio a, porém ambos dentro do intervalo de normalidade (Tabela
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11). A albumina é considerada em cdes como PFA negativa, de tal maneira que 0s
animais em subestadio b poderiam apresentar perdas protéicas pelas fezes e urina,
além de diminuicdo da ingestdo de proteinas em razdo de provavel hiporexia. A
maioria das proteinas, com excecdo da ceruloplasmina e da IgG, apresentou
concentragdo sérica menor nos animais do subestadio b, corroborando os achados
de Tecles et al. (2005), segundo 0s quais a resposta de fase aguda nao é especifica,

muito rapida, e que ocorre em muitos casos antes dos sinais clinicos.

Tabela 9. Valores médios e desvios-padrao obtidos para a proteina total e fracdes
protéicas, em cdes acometidos por linfoma, segundo a resposta ao
tratamento (Ms) (FCAV/Unesp, Jaboticabal, 2013).

Proteina Valores de Referéncia Remisséo Remisséo
Parcial Completa
5,50-8,50*
Albumina (g/dL) 2,50-4,00 (BUSH, 2004) 3,98 £ 0,75 3,79 £ 0,67
Globulina (g/dL) 2,50-4,50 (BUSH, 2004) 4,28 £1,57 3,99 £ 0,29
Relacao A:G * 0,50-1,30 (BUSH, 2004) 0,84 + 0,32 0,79 £0,12
AAT (mg/dL) 233,00 (HUGHES et al., 1995) 281,79 £155,01 211,98 +£137,70
AGP (mg/dL) 28,60 (YUKI et al., 2010) 11,16 +5,35 12,79 £9,12
CP (mg/dL) 4,93 (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2002) 17,65 + 14,21 6,01 £ 3,90
HP (mg/dL) 30-180 (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2004) 20,19 £+ 7,54 22,35+ 18,10
TN (mg/dL) 590-690 (STACY et al., 2009)*+* 161,52 + 139,27 141,02 £ 91,08
IgG (g/dL) 1,00-2,00 (TIZARD, 2008) 1,23+1,18 1,14 + 0,75
IgA (mg/dL) 20-150 (TIZARD, 2008) 13,30 £ 12,34 11,19 £ 9,60

*A relac@o A:G ndo apresenta unidade de medida. **Laboratério de Patologia Clinica, FCAV, Unesp,
Jaboticabal, SP. ***Valor da fracdo beta-2-globulina. Médias seguidas por letras minusculas diferentes
nas linhas, diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 10. Valores médios e desvios-padrao obtidos para a proteina total e fracdes
proteicas, em cées acometidos por linfoma, de acordo com o
estadiamento clinico (M) (FCAV/Unesp, Jaboticabal, 2013).

Proteina

Proteina Total

Valores de
Referéncia

5,50-8,50**

Estadio |

Estadio IlI

Estadio IV

Estadio V

7,60 £1,52 6,25 + 0,95 6,40 + 0,73 5,52 + 0,94
(g/dL)
] 2,50-4,00
Albumina (g/dL J J + 2 + 2 + 2y + g
(9/dL) (BUSH, 2004) 4,17 +0,46 3,08 +0,48 3,41 +0,57 2,97 £0,22
: 2,50-4,50
Globulina (g/dL) : : + + + +
(9 (BUSH, 2004) 5,27 +1,72 4,03 +1,02 3,74 +0,89 3,40+1,12
T e 0,50-1,30
Relacdo A:G * 2 : + + + o
¢ (BUSH, 2004) 0,48 +0,21 0,55 + 0,20 0,77 0,29 0,75+ 0,32
233,00
AAT (mg/dL) (HUGHES et al., 313,54 + 60,48 235,40 + 101,68 192,90 + 112,20 217,34 75,30
1995)
AGP (mg/dL) 28,60 (YUKI et 1,84 +3,19 3,12 +2,80 14,12 + 9,47 4,47 +3,42
al., 2010)
4,93
CP (ma/dL (MARTINEZ-
mgfe SUBIELA et al., ML EDE Tl 34,45 + 26,45 24,16 +17,72 25,87 +23,72
2002)
30-180
HP (ma/dL (MARTINEZ-
(mg/dL) SUETELE el 28,64 + 16,65 10,20 + 7,04 11,62 + 6,30 15,13 + 11,08
2004)
590-690
TN (mg/dL) (STACY et al., 19,98 + 34,60 108,83 + 77,18 176,17 + 116,38 183,50 + 60,63
2009)***
1,00-2,00
IgG (g/dL PO,
gG (g/dL) (TIZARD., 2008) 1,58 +0,71 1,49 +1,03 0,93 +0,61 0,87 +0,48
20-150
IgA (mg/dL) 7,03 +4,27 18,23 + 10,07 16,82 + 9,20 17,61 +8,21

(TIZARD, 2008)

*Relacdo A:G ndo apresenta unidade de medida. **Laboratério de Patologia Clinica, FCAV, Unesp,
Jaboticabal, SP. ***Valor para fracdo beta-2-globulina. Médias seguidas por letras minusculas
diferentes nas linhas, diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 11. Valores médios e desvios-padrao obtidos para a proteina total e fracdes
proteicas, em caes acometidos por linfoma, de acordo com o subestadio
clinico (Mp) (FCAV/Unesp, Jaboticabal, 2013).

Proteina

PT (g/dL)
Albumina (g/dL)
Globulina (g/dL)
Relacdo A:G *
AAT (mg/dL)
AGP (mg/dL)
CP (mg/dL)

HP (mg/dL)

TN (mg/dL)

IgG (g/dL)

IgA (mg/dL)

Valores de Referéncia

5,50-8,50**

2,50-4,00 (BUSH, 2004)

2,50-4,50 (BUSH, 2004)

0,50-1,30 (BUSH, 2004)

233,00 (HUGHES et al., 1995)

28,60 (YUKI et al., 2010)

4,93 (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2002)

30-180 (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2004)

590-690 (STACY et al., 2009)***

1,00-2,00 (TIZARD, 2008)

20-150 (TIZARD, 2008)

Subestéadio a

6,63+1,17
3,62 +0,64%
4,12 +1,34
0,70+ 0,31
230,53 + 113,94
9,79 £ 8,62
22,65 + 15,88
17,80 £ 13,12
163,07 + 119,71
0,97 + 0,63

15,86 + 9,53

Subestadio b
6,02 £ 0,94
3,02 £0,42°
3,72 +1,01
0,65 + 0,24

217,25 + 81,58
5,36 + 7,62
25,92 + 22,98
10,71 + 6,51
119,90 + 78,54
1,35+ 0,76

15,50 + 8,12

*A relagdo A:G ndo apresenta unidade. **Laboratério de Patologia Clinica, FCAV, Unesp, Jaboticabal,
SP. ***Valor para fracdo beta-2-globulina. Médias seguidas por letras minusculas diferentes nas
linhas, diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%.

5.2 Histopatoldgico

A classificacdo morfologica do linfoma foi estabelecida segundo a OMS e

revelou maior incidéncia do linfoma difuso de grandes células (55%), seguido do

linfoplasmocitico (15%) e linfoblastico (10%). Os linfomas de grandes células

imunoblastico, “burkitt like”, linfocitico de pequenas células e linfoplasmocitico de

zona marginal, apresentaram a mesma incidéncia (5%) (Tabela 12).
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Tabela 12. Classificacdo morfolégica dos linfomas, segundo a OMS, nos caes
portadores de linfomas B (GLB) e linfomas T (GLT) (FCAV/Unesp,

Jaboticabal, 2013).

Animais Raga

1 Rottweiller
2 Poodle

3 Rottweiller
4 SRD

5 Rottweiller
6 Labrador

7 Pinscher

8 SRD

9 Poodle

10 SRD

11 Basset Hound
12 Bull terrier
13 Dog Alemao
14 Boxer

15 Pit Bull

16 Beagle

17 Lhasa Apso
18 Bull Terrier
19 Boxer

20 Boxer

Imunofenétipo

B

44 44 -4 4 -4 - W WwWWW®EE©®EDPTE D

Histopatolégico

Grandes células imunoblastico
“Burkitt Like”

Linfoblastico

Linfocitico de pequenas 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
Difuso de grandes células
Difuso de grandes células
Difuso de grandes células
Difuso de grandes células
Difuso de grandes células
Linfoplasmocitico
Linfoplasmocitico
Linfoplasmocitico
Linfoplasmocitico de zona marginal
Linfoblastico

5.3 Proteina Total e Fracfes Protéicas

A técnica eletroforética de SDS-PAGE permitiu o fracionamento de 8 bandas

proteicas, cujos pesos moleculares variaram de 25 a 170 kilodaltons (KDa), incluindo
albumina 65 KDa, AAT 60 KDa, AGP 37 KDa, CP 125 KDa, HP 39 KDa, TN 85 KDa,
IgG (cadeia pesada 52 KDa + cadeia leve 25KDa) e IgA 170 KD. Além disso,

determinaram-se a proteina total, alboumina, globulinas e relacdo A:G.

Os niveis séricos de proteinas totais e fracdes proteicas, ndo apresentaram

diferencas estatisticas na comparacao de linfomas em cées dos grupos GLB e GLT,

gue pudessem ser atribuidas ao imunofenétipo do linfoma.
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5.3.1 Proteina Total, Albumina, Globulinas e Relacdo A:G

As concentracdes séricas das proteinas totais apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) para a interacdo grupos X momentos, particularmente no
momento Ms para os cades do GLB (Tabela 13 e Figura 2). Tanto a albumina quanto
as globulinas aumentaram suas concentracdes no GLB, na confrontacdo dos
momentos Ms e My, contribuindo para a elevacéo das proteinas séricas totais. Os
niveis seéricos de proteinas totais nos cdes acometidos por linfoma T (GLT)
aumentaram, aparentemente, devido a elevacdo da albumina, quando contrastados
0s momentos Ms e My. Também verificou-se que as proteinas totais aumentaram em
cées acometidos por linfoma de ambos os imunofendtipos, quando comparados os
momentos Mr e My. Tais achados, parecem indicar preliminarmente que a
quimioterapia e a recidiva aumentaram a concentracdo sérica das proteinas totais,
em ambos os grupos doentes.

Como asseverado, precedentemente, 0s niveis séricos de proteinas totais
nao apresentaram diferencas significativas entre pacientes portadores de linfomas B
e T, no entanto, apresentaram-se mais elevadas no soro de animais controle (GC)
no momento My, e nos caes portadores de linfoma B (GLB) nos momentos Ms e Mg.
Desta maneira, ficou evidenciada uma maior concentracdo seérica das proteinas
totais em caes com linfoma B, ao final do primeiro ciclo de quimioterapia ou na
recidiva da doenca. As menores concentracfes séricas de proteinas totais nos caes
portadores de linfoma no momento do diagndstico (Mp), em comparagéo ao grupo de
cdes higidos, contradiz Eckersall (2008), que relatou presenca de hiperproteinemia
em doencas inflamatdrias e neoplasicas.

As concentracdes séricas de albumina apresentaram diferencas significativas
(p<0,05) para a interagdo grupos x momentos, no momento Ms dos grupos doentes
(Tabela 13 e Figura 2). A albumina aumentou no soro dos caes com linfoma, no
momento Ms em comparacao ao My, ainda que dentro do intervalo de normalidade.
Por outro lado, verificou-se que a albumina diminuiu no soro de cées do grupo GLB
e aumentou no GLT, quando comparados Mg e My. Portanto, a quimioterapia

contribuiu para o aumento da concentracdo sérica de albumina em ambos 0s grupos
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doentes e a recidiva interferiu para o aumento dos niveis séricos de albumina nos
cées portadores de linfoma T (GLT).

Os niveis séricos de albumina ndo apresentaram diferencas significativas
entre 0s grupos experimentais, entretanto, apresentaram-se menores nos grupos
doentes e abaixo do intervalo de normalidade, ou seja, comportou-se como PFA
negativa. A presenca da hipoalbuminemia encontrada nos caes acometidos por
linfoma, neste ensaio, corrobora os achados de Paula e Silva; Lopes; Faria (2008),
que relataram diminuicdo da albumina em infec¢ces bacterianas graves, neoplasias
malignas, doenca cardiaca congestiva, disturbios inflamatérios crénicos e dieta
hipoprotéica. O aumento do catabolismo da albumina, como consequéncia da
deficiéncia energética do individuo, estimula a utilizacdo de reservas de aminoacidos
para atuarem na gliconeogénese, a fim de recuperar a homestase do organismo
(LASSEN, 2007).

A reducdo na concentracdo sérica da albumina tem relacdo direta com o
aumento na concentracdo sérica de outras PFA, significando que ha um mecanismo
compensatorio, onde uma proteina diminui e outra aumenta (PEREIRA & BURINI,
1992; CALAZANS et al., 2009). Ademais, a albumina é considerada como uma PFA
negativa, que tende a diminuir sua concentracdo sérica diante de processos
inflamatorios, devido a inibicdo da sua sintese pelas citocinas pré-inflamatérias
(PEREIRA & BURINI, 1992), além do aumento da sua permeabilidade vascular, e
consequente saida para os espacos extravasculares (CORREA & BURINI, 2000).

Os resultados da albumina no atual estudo, corroboram aqueles de
Calazans et al. (2009) e Vieira et al. (2010), que também relataram diminuicdo dos
niveis séricos de albumina em cdes acometidos por linfoma, quando comparados
aos caes sadios. Adicionalmente, a albumina apresentou comportamento
semelhante tanto em caes com linfoma B como linfoma T, e somente na recidiva do
grupo GLT mostrou-se elevada, em relagcdo ao M.

As concentracOes séricas de globulinas e relacdo A:G ndo apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) para a interacdo grupos x momentos, nos caes
com linfoma (Tabela 13 e Figura 3). No entanto, as globulinas apresentaram-se
aumentadas no grupo GLB, no momento Ms em relagdo ao My, devido ao aumento

das fracOes alfa (AAT, AGP, HP) e betaglobulina (TN). As globulinas apresentaram-
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se diminuidas no soro de animais do grupo GLT, no momento Ms em comparacdo ao
Mo, devido a diminuicdo das fragBes alfa (CR) e gamaglobulina (IgG). Portanto, a
quimioterapia e a recidiva contribuiram para o aumento das globulinas no grupo GLB
e para sua diminuicdo no grupo GLT.

A relacdo A:G aumentou no soro de cédes do GLB no momento Ms, em
consequéncia do aumento da albumina. Da mesma forma, verificou-se seu aumento
no grupo GLT no momento Ms, devido ao aumento da albumina e a diminuicdo da
globulina. Neste caso, a quimioterapia levou ao aumentou da relacdo A:G em ambos
0s grupos de caes portadores de linfoma, e a recidiva aumentou a relacdo A:G nos
cées acometidos por linfoma T (GLT).

As concentracbes seéricas de globulina ndo apresentaram diferencas
significativas entre 0s grupos experimentais ho momento do diagnostico, porém
apresentaram-se maiores no grupo GLT, mas dentro do intervalo de normalidade.
No momento da recidiva da doenca (Mg), cdes acometidos por linfoma B (GLB)
apresentaram hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, diferentemente dos caes do
grupo GLT, sugerindo uma resposta de fase aguda mais intensa nos animais com
linfoma B. De acordo com Ramos et al. (2008), em um estudo de cées portadores de
linfoma, verificou-se incidéncia de hiperglobulinemia em 71% dos casos. No entanto,
no referido estudo nao foi avaliada a imunofenotipagem dos animais doentes.

A relacdo A:G nado apresentou diferencas significativas entre 0s grupos
estudados, todavia apresentou valores menores na recidiva (Mr) do grupo GLB, e
abaixo do intervalo de normalidade. Tal achado, provavelmente esteja relacionado a
diminuicdo da albumina e aumento das globulinas séricas nos caes portadores de
linfoma B. De certa forma, o referido resultado corrobora aqueles de Eckersall
(2008), que relatou que a relacédo A:G pode ajudar no diagndstico clinico-patolégico
do linfoma canino, acentuando as alteracdes relativas nos dois principais

compartimentos de proteinas.
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Tabela 13. Valores médios e desvios-padrao obtidos para proteinas totais, albumina,
globulina e relagcao Albumina:Globulina, em caes controle e acometidos
por linfoma (GC, GLB e GLT), nos diferentes momentos de avaliacédo
(Mo, Ms e MR) (FCAV/Unesp, Jaboticabal, 2013).

Proteinas Momentos Valor de Referéncia

Albumina (g/dL) Mo 2,50—4,00%** 2,69 +0,17 2,42 +0,56" 240+0,17"
Ms e 2,69 £0,17 3,00+£050"  3,22+0,50"
Y T 2,69+0,17  2,16+0,55"° 3,06 £1,39"

Relacédo A:G* Mo 0,50-1,30*** 0,71 £0,05 0,68 + 0,30 0,68 + 0,24
Ml eesessssmesssmeeees 0,71 £0,05 0,78 £ 0,32 0,99 +0,16
M essssesescsseseseas 0,71 £0,05 0,44 £0,23 0,90 +0,29

*Relagdo A:G ndo apresenta unidade de medida. Médias seguidas por letras mailsculas diferentes entre momentos, e médias
seguidas por letras mintsculas diferentes entre grupos, diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%.
** | aboratdrio de Patologia Clinica (L.P.C.), FCAV, Unesp, Jaboticabal, SP. *BUSH, 2004.
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Figura 1. Representacdes graficas da proteina total (A) e albumina (B)
(g/dL) obtidas para os grupos GC, GLB e GLT, nos momentos
Mo, Ms e Mg (FCAV / Unesp - Jaboticabal, 2013). Médias
seguidas por letras mailsculas diferentes entre momentos,
e médias seguidas por letras minusculas diferentes entre
grupos, diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%.
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GLOBULINA

GcC
mGLB
HGLT

RELACAO A:G

GC
mGLB
HGLT

MO M5 MR

B

Figura 2. Representacdes gréficas da glogulina (A) e relacdo A:G (B)
obtidas para os grupos GC, GLB e GLT, nos momentos Moy,
Ms e Mg (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2013). Médias seguidas
por letras mailsculas diferentes entre momentos, e médias
seguidas por letras mindsculas diferentes entre grupos,
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%.
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5.3.2 Proteinas de Fase Aguda e Imunoglobulinas

a) Proteinas de Fase Aguda: AAT, AGP, CP, HP, e TN

As PFA positivas desempenham diversas funcdes fisioldgicas para o sistema
imunolégico, como destruicdo ou inibicdo do crescimento de microrganismos,
atuacdo nos estados de inflamacdo sistémica associada a anorexia e alteracdes
metabdlicas. Outras séo responsaveis pelo feedback negativo sobre a resposta
inflamatoria (JAIN et al., 2011).

No momento do diagnostico (Mg) as PFA ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos GLB e GLT, no entanto, a AGP, CP e TN
apresentaram maiores concentracdes séricas no grupo GLB, e a AAT e HP nos
soros de animais do grupo GLT. Neste caso, a resposta imune inata das PFA
apresentou variacdes entre caes acometidos por linfomas de diferentes
imunofendtipos. Além disso, pode-se sugerir maior possibilidade de metastase nos
caes do GLT, devido ao aumento da AAT, responsavel pela inibicdo das enzimas
proteoliticas, e aumento da HP, que apresenta atividade angiogénica.

A AAT e AGP nao apresentaram diferencas significativas (p>0,05) para a
interagcdo grupos x momentos, nos caes com linfoma. A alfa-1-globulina AAT
aumentou em ambos os grupos com linfoma, no momento Ms contrastado com o M,
diminuiu no GLB e aumentou no GLT, na comparacao entre Mg € Mp. Portanto, a
quimioterapia contribuiu para elevacdo dos valores séricos da AAT nos grupos
doentes e a recidiva interferiu no aumento da AAT no soro de caes do grupo GLT. A
alfa-1-globulina AGP apresentou aumento de seus valores séricos nos animais
acometidos por linfomas B e T, nos momentos Ms e Mg em comparacdo ao My.
Sendo assim, € plausivel admitir que a quimioterapia e a recidiva contribuiram para o
aumento da AGP em ambos os grupos de pacientes acometidos por linfoma.

Os niveis séricos da AAT ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos
estudados, contudo apresentaram-se maiores em todos 0os momentos avaliados
para caes dos grupos GLT e GC, e somente no momento Ms para o grupo GLB,
quando considerados os valores de normalidade (Tabela 13 e Figura 4). A AAT
demonstrou sensibilidade a quimioterapia em ambos 0s grupos de caes portadores

de linfoma, todavia apresentou resultados diferentes na recidiva da doenca, na
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comparacgao dos cées com linfoma B e T. Ha de se ressaltar, que sdo escassos 0s
valores de normalidade para as PFA encontrados na literatura, sendo assim, sugere-
se 0 estabelecimento de valores de referéncia para estas proteinas, em cada
laboratorio de pesquisa clinico-patoldgica. Além disso, a resposta imune inata da
AAT nos céaes acometidos por linfoma T (GLT) na recidiva da doencga, mostrou-se
muito mais intensa.

Sabe-se que a AAT é o componente mais importante dentre os “inibidores de
proteases”, que € um grupo de proteinas com a funcao de neutralizar as atividades
das enzimas proteoliticas, durante um processo inflamatério agudo (NAOUM,;
CERON; DOMINGOS, 1999; ECKERSALL, 2008). Desta maneira, o aumento das
concentracfes séricas da AAT em todos os momentos estudados para os cées do
grupo GLT, sugere uma maior concentracdo de enzimas proteoliticas em cédes com
linfoma T, e consequentemente, maior risco de metastase.

As concentracdes séricas da AGP ndo apresentaram diferencas significativas
entre 0s grupos estudados e além disso, tanto nos cées controle como portadores
de linfoma, deste ensaio e, em todos os momentos avaliados, encontraram-se
abaixo do intervalo de normalidade (Tabela 13 e Figura 4). Somente no Mg dos cées
com linfoma B a AGP apresentou 2,6 vezes maior do que no My deste mesmo grupo.
Este resultado corrobora parcialmente com Yuki, Itoh & Takase (2009), que
relataram que a AGP é uma glicoproteina que responde positivamente ao estimulo
inflamatorio.

A AGP liga-se a maioria das drogas (CERON et al., 2005), portanto esperava-
se que ap0s a quimioterapia esta proteina apresentasse suas concentracoes
diminuidas, no entanto, foi encontrado o inverso.

A AGP e HP aumentaram suas concentracdes séricas no Ms ap0s o primeiro
ciclo de quimioterapia, que inclui como um dos farmacos a prednisona. Estes
achados concordam com um estudo, que relatou que o0s niveis séricos da AGP
(HARVEY & WEST, 1987) e da HP (McGROTTY et al., 2005) sao influenciados pela
presenca de glicocorticéides, de modo a apresentar concentracado elevada apos o
tratamento com estas drogas e ainda, nos casos de hiperadrenocorticismo.

A CP apresentou diferencas significativas (p<0,05) para a interagdo grupos X

momentos, no momento My do grupo GLB (Tabela 13 e Figura 5). A alfa-2-globulina
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CP diminuiu em ambos o0s grupos de caes acometidos por linfoma, no momento Ms
em comparagdo ao My, diminuiu no soro de animais do GLB e aumentou no GLT, no
momento Mgr comparado ao My. Portanto, a quimioterapia contribuiu para a
diminuicdo da CP em ambos os grupos de caes portadores de linfoma, e a recidiva
contribuiu para o aumento da concentracdo sérica de CP nos animais do grupo GLT.

Os niveis séricos de CP apresentaram-se significativamente mais elevados
no grupo GLB em relacédo aos caes do grupo controle (GC) no momento My, e além
disso mostraram-se maiores nos caes acometidos por linfoma, se comparados aos
valores de normalidade, nos trés momentos analisados. Este achado corrobora com
Calazans et al. (2009), que relataram aumento da CP em cdes com linfoma,
sugerindo uma resposta a reacao inflamatéria nestes animais. A CP apresentou
niveis séricos maiores nos animais do grupo GLT no momento Mg, sugerindo-se,
portanto, que esta proteina apresenta comportamento biolégico diferente entre cées
portadores de linfomas B e T, pelo menos no momento da recidiva da doenca. No
entanto, segundo Lucas et al. (2010), a auséncia de alteracdo da CP no linfoma
canino e a influéncia da quimioterapia, faz dela uma PFA inapropriada para
monitorar o linfoma canino. Além disso, estudos precedentes nao evidenciaram
valores séricos para CP que pudessem diferenciar significativamente caes
acometidos por linfoma ou leucemia de cades higidos (TECLES et al., 2005),
discordando do ensaio em tela.

As concentracdes séricas de HP apresentaram diferencas significativas
(p<0,05) para a interagao grupos x momentos, no momento Ms dos caes portadores
de linfoma B (GLB) (Tabela 13 e Figura 5). A alfa-2-globulina HP aumentou em
ambos os grupos doentes, no momento Ms em comparagédo ao My. De outra parte, a
HP diminuiu no soro dos cées portadores de linfoma B (GLB) e aumentou naqueles
do grupo GLT, gquando comparados os momento Mg e My. Diante de tal
comportamento, sugere-se que a quimioterapia auxiliou no aumento da HP nos caes
com linfoma e a recidiva da doenca contribuiu para o seu aumento nos caes
acometidos por linfoma T (GLT). Os niveis aumentados de haptoglobina encontrado
em inflamagdes cronicas podem desempenhar um papel importante na reparacéo
tecidual, devido a sua atividade angiogénica (DABROWSKI et al., 2009; CRAY et al.,

2012). Sendo assim, pode-se sugerir que os caes do grupo GLT poderiam
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apresentar maior possibilidade de metastase no momento da recidiva da doenca,
devido ao aumento da haptoglobina nestes animais.

Os niveis séricos de HP variaram significativativamente no caso dos caes do
grupo GLB, cujas as médias mostraram-se mais elevadas no momento Ms em
comparacdo ao M. Desta forma, a HP demonstrou sensibilidade ao uso de
corticéides somente nos caes com linfoma B (GLB). Porém, € importante reafirmar
que os valores médios obtidos para a HP sérica apresentaram-se dentro da
normalidade, em todos grupos e momentos.

As concentracdes séricas de TN obtidas para os cdes do grupo controle,
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) para a interagcdo grupos X
momentos, no momento My (Tabela 13 e Figura 6). A beta-2-globulina TN aumentou
nos grupos dos cdes acometidos por linfoma, nos momentos Ms e Mg em contraste
ao My. Tais achados indicam que a quimioterapia e a recidiva contribuiram para o
aumento da TN nos caes doentes. Além disso, a TN apresentou-se
significativamente mais elevada nos cdes higidos em comparacdo aqueles
portadores de linfoma, caracterizando-se como uma PFA negativa e corroborando
Eckersall (2008).

As concentracdes séricas da TN ndo apresentaram diferencas significativas
entre os cdes acometidos por linfoma, entretanto, mostraram-se menores nos
animais com linfoma T, sugerindo que esta diminuicdo depende da magnitude da
neoplasia. Priest et al. (2010), estudaram a expressao do receptor de transferrina no
linfoma canino, e concluiram que tal expressdo depende do grau e do fenétipo do
tumor. Além disso, relataram que a expressao do receptor de transferrina foi
significativamente menor nos tumores de células T de baixo grau comparativamente
aos de alto grau, bem como aos linfomas B de baixo ou alto grau. No atual ensaio,
os caes do GLT apresentaram valores menores de TN em comparacéo aos cées do
GLB, no momento do diagndstico (My), todavia, ndo foi avaliada a expressao de

transferrina nestes animais.
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Tabela 14. Valores médios e desvios-padrao obtidos para proteinas de fase aguda
AAT, AGP, CP, HP e TN (mg/dL), nos grupos GC, GLB e GLT, nos
momentos Mo, Ms e Mg (FCAV/Unesp, Jaboticabal, 2013).

Proteinas Momentos Valores de
Referéncias

AGP Mo 28,6 mg/dL (Yuki et 7,72 £3,76 7,59 £ 7,86 7,55 +£9,33
al., 2010)

M 0 e 7,72+3,76 11,69 +7,13 15,23 +6,42

Mr e 7,72 £3,76 19,76 £4,19 9,91 +£4,74

HP Mo 30 — 180 mg/dL 14,31 + 16,25 13,10 + 8,07 15,98 + 14,28
(Martinez et al., 2004)

My 0 e 14,31 + 16,25 23,09 +11,85" 16,18 + 11,58

S ——— 14,31 + 16,25 11,94 + 3,49"° 17,72 +11,56

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes entre momentos, e médias seguidas por letras mindsculas diferentes
entre grupos, diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%. *Valor da fragéo beta-2-globulina.
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Figura 3. Representacdes graficas da AAT (A) e AGP (B) (mg/dL)
obtidas para os grupos GC, GLB e GLT, nos momentos My,

Ms e Mg (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2013).

Médias

seguidas por letras mailusculas diferentes entre momentos,
e médias seguidas por letras minUsculas diferentes entre
grupos, diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 4. Representacdes graficas da CP (A) e HP (B) (mg/dL) obtidas
para os grupos GC, GLB e GLT, nos momentos My, Ms e Mg
(FCAV / Unesp — Jaboticabal, 2013). Médias seguidas por
letras mailsculas diferentes entre momentos, e médias
seguidas por letras mindsculas diferentes entre grupos,
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 5. Representacdo grafica da TN (mg/dL) obtidas para os
grupos GC, GLB e GLT, nos momentos My, M5 e Mgr
(FCAV/Unesp—-Jaboticabal, 2013). Médias seguidas por
letras maiusculas diferentes entre momentos, e médias
seguidas por letras mindsculas diferentes entre grupos,
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%.

b) Imunoglobulinas: IgG e IgA

As concentracdes séricas obtidas para as imunoglobulinas 1gG e IgA nédo
apresentaram diferencas significativas entre animais acometidos por linfoma B ou T,
porém demonstraram-se mais elevadas no soro de cdes do GLB, e dentro do
intervalo de normalidade. Tais achados discordam de alguns dados da literatura,
onde é referido que geralmente animais com tumores linfoides de células B,
poderiam apresentar-se imunossuprimidos (DALECK et al., 2008; TIZARD, 2008).

Também como mostrado nos resultados deste ensaio, as concentracoes
séricas de IgG e IgA néo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) para
interacdo grupos x momentos, nos caes acometidos por linfoma de ambos 0s grupos
(Tabela 15 e Figura 7). Entretanto, os valores de IgG diminuiram nos céaes
acometidos por linfoma T, no momento Ms em comparacdo ao M. J& ho momento
Mgr em contraste ao My, houve aumento da IgG nos animais do grupo GLB e
diminuiu naqueles do GLT. Do ponto de vista de tais achados, a quimioterapia

contribuiu para a diminuicdo de IgG no grupo GLT e a recidiva auxiliou no aumento
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da IgG no GLB, e diminuiu a IgG no GLT. Desta maneira, na recidiva da doenca, 0s
animais do GLB apresentaram as concentragdes séricas de IgG proximas ao limite
superior de normalidade. J4 os animais do GLT, na recidiva da doenca,
apresentaram diminuicdo das concentracdes séricas de 1gG, e abaixo do intervalo de
normalidade, evidenciando desta forma, imunossupressdo nestes cées. Segundo
Lassen (2007), é possivel observar gamopatia monoclonal ou policlonal nos casos
de linfoma e leucemia linfocitica, em cédes. No entanto, no atual ensaio nao foi
observado esta alteracdo nas gamaglobulinas.

A 1gA diminuiu no GLB e aumentou no GLT, no momento Ms em comparagao
ao Mo, e aumentou em ambos 0s grupos doentes, no Mg comparado ao My. Estes
resultados parecem indicar que a quimioterapia interfere na diminuicdo da IgA em
cées com linfoma B (GLB) e a recidiva contribuiu para o aumento da referida IgA nos
caes portadores de linfoma B e T.

As concentragfes séricas de 1gG ndo apresentaram diferengas significativas
entre os grupos estudados, porém seus niveis séricos mais altos foram registrados
no momento Mg de cdes do grupo GLB, ainda que dentro do intervalo de
normalidade. Esperava-se que o0s animais do GLB apresentassem menores
concentragdes séricas da IgG e IgA em relacdo ao GLT, posto que, geralmente no
caso de tumores linfoides de células B, poderia ocorrer a imunossupressao da
resposta imune humoral. No entanto, verificou-se que no momento do diagndstico
(Mp) dos céaes portadores de linfoma, a 1gG e IgA séricas apresentaram-se mais
elevadas nos animais com linfoma B.

As concentragfes séricas da IgA ndo apresentaram diferencas significativas
entre 0S grupos experimentais, cuja maior concentracdo sérica foi verificada no
momento da recidiva (Mg) dos animais do grupo GLT, contudo dentro dos valores de
referéncia. Sendo assim, sugere-se que a IgG e IgA poderiam ser utilizada para
monitorar a recidiva da doencga linfoproliferativa em cées acometidos por linfomas B
ouT.

Os resultados encontrados para imunoglobulinas neste ensaio sao
semelhantes aqueles relatados por Madewell (1997), tanto em cdes com linfoma

como sadios, traduzindo de certa forma a grande variagao de imunoglobulinas em
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cées. Sugere-se mais estudos com maior nimero de animais para avaliar a resposta

imune inata nos casos de linfomas caninos Bou T.

Tabela 15. Valores médios e desvios-padrao obtidos para as imunoglobulinas IgG
e IgA, nos trés grupos experimentais (GC, GLB e GLT), nos momentos
Mo, M5 e Mg (FCAV/Unesp—-Jaboticabal, 2013).

Proteinas Momentos

IgG (g/dL) Mo
Ms
Mg
IgA (mg/dL) Mg
Ms

Mg

Valores de
Referéncia*

1-2 g/dL

GC

0,95 £0,25
0,95 0,25
0,95 £ 0,25
9,55 £ 4,49
9,55 + 4,49

9,55 + 4,49

GLB

1,17+ 0,78

1,17 +1,03

1,95+1,74

17,68 + 8,51
12,09 £11,11

20,70 + 22,48

GLT

1,16 + 0,65

1,11 + 0,92
0,78 £0,51
12,68 + 8,41
14,06 £10,12

27,81 +12,64

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes entre momentos, e médias seguidas por letras
minusculas diferentes entre grupos, diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%. *Tizard, 2008.
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Figura 6. Representacdes graficas da IgG (A) (g/dL) e IgA (B) (mg/dL)
obtidas para os grupos GC, GLB e GLT, nos momentos My,
Ms e Mg (FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2013). Médias seguidas
por letras mailsculas diferentes entre momentos, e médias
seguidas por letras minasculas diferentes entre grupos,
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%.
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6. CONCLUSOES
Nas condicOes em que este ensaio foi realizado, foi possivel concluir que:

- Algumas PFA apresentaram variagfes biologicas importantes na sua biossintese
de acordo com o imunofendtipo do linfoma.

- Sugere-se maior possibilidade de metastase em cées do GLT, devido aumento da
AAT e HP nestes cées.

- A albumina mostrou-se util no estadiamento e subestadiamento clinico do linfoma
canino.

- A maioria das proteinas apresentaram-se mais elevadas na remissédo parcial da
doenca linfoproliferativa.

- Caes acometidos por linfoma B ndao apresentaram imunossupressao na resposta
imune humoral.

- A albumina e a transferrina comportaram-se como PFA negativas nos caes com
linfoma.

- A ceruloplasmina comportou-se como PFA positiva em caes portadores de linfoma.
- Inclusdo da avaliagéo da relagdo A:G no monitoramento de animais portadores de
linfoma.

- Nao ocorreu gamopatia monoclonal nem policlonal nos cdes acometidos por
linfoma.

- Os cédes do grupo GLT no momento da recidiva da doenca apresentaram-se
imunossuprimidos.

- A quimioterapia antineoplasica e a recidiva da doenca interferiram na concentracéo

séricas das proteinas totais e suas fracoes.
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais de sexo, idade e peso dos caes do grupo
controle (GC), da raca Beagle (FCAV/Unesp, Jaboticabal, 2013).

Animais Sexo Idade (anos) Peso (Kg)

Cc2 M 6,00 12,73

c4 M 3,00 10,50

C6 F 9,00 13,30

Cc8 F 8,00 15,00

C10 M 2,00 11,70
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SOLUCOES EMPREGADAS NA ELETROFORESE (SDS-PAGE)

GEL DE SEPARACAO (50mL a 10%)

- 18,8 mL de agua deinonizada

-9,3mL de TrisHCI2M, pH 8 £0,1

- 16,7 mL de Acrilamida/Bis (30% T/2,67% C)

- 2,6 mL de glicerol

-1 mL de EDTA0,5M,pH 8,3+0,1

- 1 mL de lauril sulfato de sddio (SDS) a 20%

- 380 uL de persulfato de amoénio a 10% preparado no dia do uso (1 mL de H,O
deinonizada + 0,1g de persulfato)

- 38 uL de TEMED

GEL DE EMPILHAMENTO (10 mL a 4%)

- 6,3 mL de agua deionizada

- 960 pL de Tris HCI 0,617 M, pH 6,8 £ 0,1

- 1,4 mL de Acrilamida/Bis (30% T/2,67% C)
- 480 pL de glicerol

- 197 uL de EDTA 0,5 M, pH 8,3

- 197 pL de SDS a 20%

- 96 pL de persulfato de amdnio a 10%

- 19 yuL de TEMED 51

TRIS HCI - 2M — Ph 8,9 (GEL DE CORRIDA)

TriS DASE (PM: 121,1)...cciiiieieeee et e e e e e e 60,55 g
Completar para 250 mL com 4gua deinonizada;

Acertar para pH 8,9:

Filtrar a solucdo e guardar em geladeira.

TRIS HCI 0,1617M (GEL EMPILHADOR)
TrS DASE (PM: 121,1)...iiiiiei e 7,475 g

Completar para 100 mL com agua deionizada;
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Acertar para pH 6,8;

Filtrar a solucdo e guardar em geladeira.

ACRILAMIDA/BIS (30% T/ 2,67% C)

Acrilamida para eletroforese Sigma (PM: 71,08)........cccovvuiiiiiiiiiiniinneeeenn. 73,00 g
N,N-metileno-bis-acrilamida para eletroforese Sigma..............ccooevvviriinnnnnes 2,009
Completar para 250 mL com agua deionizada;

Aquecer se necessario.

EDTA 0,5M
(Etilenodinitrilo) acido tetracético tetrasodico (PM: 380,20).........cccccevvvennnes 9,50 ¢
Completar para 50 mL com agua deionizada;

Acertar para pH 8,3.

LAURIL SULFATO DE SODIO (SDS) 20%
Lauril sulfato de sodio Sigma (PM: 288,4).....cccceeeviiieeiiiiiieeeee 20,00 g

Completar para 100 mL com agua deinonizada.

COMASSIE BLUE 0,2% (BRILLIANT BLUE R-250)

1YL= = 1 o P 500 mL
ACIHO @CELICO.......ee e et e e e e e e e e 100 mL
Agua bidestilada.............ccuiiie i 400 mL
Coomassie Blues (Brilliant blue R)........ooiiiiii e, 29

Deixar em repouso durante duas horas e filtrar.

GEL MIX (TAMPAO DA AMOSTRA PARA PROTEINAS DESNATURADAS)

Lauril sulfato de SOAI0 20%0..........ccoeeeeiiiiiiiiieeeeeeeee e 5,0 mL
EDTA 0,5 Moottt et e e e e et e e e e st e e e e e 4,0 mL
Tris-fosfato 0,617 M, PH 6,8.......cueiiiiiiiie e 5,0 mL
MErCaPLOBTANOL... ... 2,5mL
(€11 o =] o ] I PSP 10,0 mL

AQUA DEIONIZATAL ......c.veviieiieiee ettt 23,5 mL

71



Azul de bromofenol (Bromophenol Blue)...............cccceceivvieiee e e.5,0mg

Separar em fracdes de 1 mL — manter no freezer até o momento do uso.

PERSULFATO DE AMONIA 10%
Persulfato de amoOnia.........ooooi i 0,19
AQUA JEIONIZATA. ... .ceveveieiieieeeeeeeeee ettt eee et et e eee e 1,0 mL

(Preparar no momento da confeccéo do gel)

DESCORANTE
MEBLANOL. .. e 250,00 mL
ACIHO ACBTICO .. vee e e et e et e et e e e e e e e e et e e e e e e e e eeeeeeereeeeaens 100,00 mL

Completar para 1000 mL com agua destilada;
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Para acelerar o processo de descoloracao, os géis podem der colocados em estufa

a40° C.

TAMPAO DE CORRIDA CONCENTRADO (10X)

THZMA DASE...ceeeeeeee e 30¢g
(€[ ox o = TSP 144 g
] I TSRS 10g

Completar para 1000 mL com agua destilada.

Obs: para uso na corrida usar o tampao de corrida diluido

TAMPAO DE CORRIDA DILUIDO (Tamp&o de uso na cuba)

Medir 100 mL do tampéao de corrida concentrado (10X) e completar o volume para

1000 mL (1 litro).
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