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XVi

EXPRESSAO DE CD45+ NA MEDULA OSSEA E SANGUE PERIFERICO DE
CAES COM LINFOMA TRATADOS COM ALTA DOSE DE CICLOFOSFAMIDA
SUPORTADA POR TRANSPLANTE AUTOLOGO DE MEDULA OSSEA

RESUMO: O presente estudo teve como objetivos promover a avaliagédo
sequencial e temporal do quadro leucocitario de caes portadores de linfoma, em
remissao, submetidos a alta dose de ciclofosfamida seguida do transplante autélogo
de medula éssea, bem como quantificar células CD45+ na medula éssea e sangue
periférico dos referidos caes. O transplante consistiu de colheita de MO, preparo e
congelamento da bolsa que continha células medulares em suspensao,
condicionamento do paciente com 500mg/m? de ciclofosfamida, infusdo das células
hematopoéticas e aplicagdo de fator estimulador de colénia. Para avaliar a
recuperacdo hematopoética pos-transplante, realizaram-se leucograma e analise
citométrica do sangue e medula Gssea, por 28 dias apds o transplante. O nadir
médio dos neutréfilos segmentados foi 513 células/uL, e ocorreu 3 a 7 dias pos-
TMO. A duragdo média da neutropenia foi de 3,2 dias. As mais elevadas contagens
de leucécitos, para animais do grupo tratado que receberam G-CSF, foram
observadas no ultimo dia de sua aplicacdo, exceto para um animal. Nenhum animal
apresentou febre ou sepse apés a alta dose de ciclofosfamida. Desta maneira, pode-
se comprovar o fato de que o uso do filgrastim leva a reducdes significativas na
incidéncia, severidade e duracdo da neutropenia. O aumento na quantidade de
células CD45+ na medula 6ssea de cées tratados deveu-se aos efeitos combinados

do autotransplante de células hematopoéticas e a acdo do G-CSF.

Palavras-chave: cdo, CD45+, linfoma, transplante aut6logo de medula 6ssea
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CD45+ EXPRESSION ON BONE MARROW AND BLOOD OF DOGS WITH
LYMPHOMA TREATED WITH HIGH DOSE OF CYCLOPHOSPHAMIDE
SUPPORTED BY AUTOLOGOUS BONE MARROW TRANSPLANTATION

ABSTRACT: The present study has the goal to promote sequential and timing
evaluation of leucocytes of dogs bearers of lymphoma, in remission, submitted to the
high dose of cyclophosphamide followed by the autologous bone marrow transplant,
as well as to quantify CD45+ cells in the bone marrow and blood of the above-
mentioned dogs. The transplant consisted of MO collect, preparation and freezing of
the bag that contained medullar cells, conditioning of the patient with 500mg/m2 of
cyclophosphamide, infusion of the hematopoietics cells and application of colony-
stimulating factor. In order to evaluate post-transplant hematopoietic recovery,
leucogram and cytometric analysis of the blood and bone marrow were carried out
for 28 days after the transplantation. The medium nadir of the segmented neutrophils
was 513 cells/uL, and it occurred / took place 3 to 7 days after TMO. The medium
duration of the neutropenia was of 3,2 days. The highest counts of leucocytes, to
animals of the treated group that received G-CSF, could be observed on the last day
of its application, except for one animal. None of the animals presented either fever
or sepse after the high dose of cyclophosphamide. Thus, it can be verified that the
use of filgrastim leads to significant reductions on the incidence, severeness and
duration of the neutropenia. The increase of CD45+ cells in the bone marrow of the
treated dogs was due to combined effects of the autotransplant of hematopoietics
cells and to the G-CSF action.

Keywords: dog, CD45+, lymphoma, autologous bone marrow transplantation



I. INTRODUCAO

O linfoma é a neoplasia hematopoética que mais comumente afeta os
cdes. Seu diagnostico esta fundamentado nos achados clinicos, clinico-
patoldgicos, citopatologicos, histopatoldgicos e imunofenotipicos.

A citometria de fluxo é um recurso emergente na Medicina Veterinaria, que
permite analise rapida, objetiva e qualiquantitativa de células em suspensdo,
incluindo a identificacdo de precursores hematopoéticos, contagens celulares
diferenciais da medula éssea, contagem diferencial de leucdcitos e diagndéstico de
neoplasias hematopoéticas. A identificagdo e quantificacdo de células estédo
baseadas em seu tamanho (“Forward scatter” — FSC), granularidade (“Side
Scatter'- SSC) e intensidade de fluorescéncia. Além disso, a referida técnica
possibilita a separacdo de distintas populagbes de células, cujos antigenos de
superficie sdo marcados com anticorpos especificos. O CD45 é o antigeno
comum aos leucdcitos e € expresso em intensidades diferentes na superficie de
todos eles.

O tratamento do linfoma consiste na utilizacdo de protocolos
quimioterapicos convencionais, como o de Madison-Wisconsin. Recentemente,
buscando aumentar ainda mais a sobrevida de animais portadores de linfoma,
tem-se utilizado altas doses de ciclofosfamida, cuja toxicidade, principalmente
hematolégica, € mais intensa que aquela dos tratamentos convencionais.
Tentando minimizar tais efeitos excessivamente mielotoxicos, tem-se procurado
utilizar o transplante aut6logo de medula éssea, com o fito de promover a
recomposicao da celularidade do tecido sanguineo. Portanto, com o objetivo de
contribuir para um melhor entendimento da hematotoxicidade decorrente da
administragdo de altas doses de ciclofosfamida e, ademais, tentando verticalizar o
conhecimento com relagédo ao papel do transplante aut6logo de medula 6ssea na
recomposicdo do tecido hematopoético, € que se idealizou o protocolo
experimental em questdo, no qual foram quantificadas células CD45+ no sangue
e na medula 6ssea, bem como avaliadas as caracteristicas leucométricas dentro
de um esquema sequencial e ao longo do tempo, em sete cdes portadores de

linffoma em remisséo, atendidos junto ao Servico de Oncologia Veterinaria (SOV)



do Hospital-escola da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp,

Campus de Jaboticabal — SP.

ll. REVISAO DE LITERATURA

LINFOMA

Linfomas (linfossarcomas ou linfomas malignos) sdo neoplasias malignas
caracterizadas pela proliferacdo de células originérias do tecido linféide como
linfécitos, histiécitos e seus precursores e derivados (CONTRAN et al., 1994).
Afetam primariamente os linfonodos ou outros 6rgdos viscerais solidos como
figado e baco (VAIL & OGILVIE, 1998). Em alguns casos, pode ocorrer expansao
do componente linfomatoso com conseqtiente envolvimento do sangue periférico
(RUBIN, 1994).

E uma das neoplasias mais comumente diagnosticadas no céo (OGILVIE &
MOORE, 1995; MACEWEN & YOUNG, 1996; VAIL & OGILVIE, 1998), sendo
superada apenas por tumores mamarios e cutaneos (DE MOURA et al., 2003).
Representa 7 a 9% das neoplasias malignas na espécie canina (RALLIS et al.,
1992; MORRISON, 1998) e aproximadamente 90% das neoplasias do sistema
hemolinfatico na referida espécie (ROSENTHAL & MACEWEN, 1990; OGILVIE &
MOORE, 1995).

Os linfomas acometem principalmente animais de meia-idade ou idosos,
que perfazem 80% dos casos (GREENLEE et al., 1990; MOULTON & HARVEY,
1990), podendo ocorrer em animais muito jovens (MOULTON & HARVEY, 1990;
VALLI, 1993; SEQUEIRA et al., 1999).

Quanto ao sexo, alguns autores relatam predominéancia em machos, sendo
estes acometidos por 68% dos casos de linfoma (RALLIS et al., 1992; DOBSON &
GORMAN, 1994; SEQUEIRA et al.,, 1999). VAN PELT & CONNOR (1968)
afirmam que a maior ocorréncia da-se em fémeas. MOULTON & HARVEY (1990),
VAIL & OGILVIE (1998) e FRAGUAS (2008) afirmam n&do haver predilecéo
sexual.

De acordo com SEQUEIRA et al. (1999) os animais portadores de linfoma
sdo predominantemente aqueles das ragas de grande ou médio porte, como

Boxer, Basset hound, Rottweiler, Cocker Spaniel, Sdo Bernardo e Golden



Retriver. Alguns autores afirmam que os animais da raga Boxer representam a
maior parcela de cdes acometidos por linfoma, sugerindo uma predisposicao
genética desta raca (FORNEUL-FLEURY et al., 1997; SOZMEN et al., 2005).
Porém, a predisposi¢cdo racial neste tipo de neoplasia ainda é controversa
(MOULTON & HARVEY, 1990).

A etiologia do linfoma canino é multifatorial. Fatores ambientais como
exposicdo crbnica a substancias quimicas tais como o herbicida 2,4-acido
fenoxiacético séo referidos como predisponentes ao desenvolvimento de linfoma
em caes. Por outro lado, em cées de ragas puras, a predisposicdo genética para
este tipo de neoplasia pode existir (GREENLE et al., 1990; VALLI, 1993; JONES
et al., 1997, MORRISON, 2005). Em outras espécies animais tais como felinos,
bovinos, roedores e aves, assim como em alguns primatas, a etiologia viral acha-
se bem estabelecida (GREENLE et al., 1990; VALLI, 1993; JONES et al., 1997).

As classificacdes histoldgicas e citologicas do linfoma canino baseiam-se
no principio de que as células linfomatosas representam o equivalente maligno
dos diferentes tipos de linfécitos normais (FOURNEL-FLEURY et al., 1994). Em
Medicina Veterinaria, a classificacdo histologica das neoplasias linfides esteve
por muito tempo baseada em classificagbes humanas. Em 1974, a Organizagéo
Mundial de Saude (OMS) publicou o primeiro livro que classificou os tumores
hematopoéticos e linféides dos animais domésticos. O texto foi atualizado em
2002, e incluiu a realizacdo da imunofenotipagem dos linfécitos para classificacéo
dos linfomas caninos (CORREIA, 2006). As principais particularidades do linfoma
canino com relagdo ao humano incluem a raridade de linfomas foliculares, a
grande quantidade de linfomas centroblasticos e a elevada propor¢éo de linfomas
de alto grau no cao (FOURNEL-FLEURY et al., 1994).

A classificagcdo do linfoma é estabelecida de acordo com a sua localizagéo
anatbmica, caracteristica histolégica ou citoldgica e imunofenétipo. Os linfomas
caninos apresentam caracteristicas semelhantes aos linfomas nao-Hodgkin
humanos, podendo assim ser classificados anatomicamente em multicéntricos (80
a 85%), digestivos (7%), cutéaneos (6%), mediastinais (3%), e extranodais (raros).
Os sinais clinicos do linfoma variam de acordo com a sua apresentacao
anatébmica e histologica. (NELSON & COUTO, 2006). Cées com linfoma



multicéntrico tém idade média avancada e a maioria apresenta linfadenopatia
generalizada e, 10 a 20%, apresentam sinais clinicos inespecificos, tais como,
inapeténcia, anorexia, perda de peso e letargia. Os sinais clinicos de cdes com
linfoma digestivo incluem acentuada perda de peso ou massa abdominal palpavel,
alcas intestinais espessadas e irregularidades na mucosa retal. No linfoma
mediastinal, os achados clinicos séo traduzidos por dispnéia, taquipnéia e sons
cardiacos abafados secundarios a efusdo pleural. Os achados ao exame fisico
nos casos de linffoma extranodal sdo uveite anterior, hemorragia de retina e
hifema (linfoma ocular); placas elevadas (linfoma cutaneo); deméncia, convulsées
e paralisia (linfoma neural); insuficiéncia renal (linfoma renal) e arritmias (linfoma
cardiaco) (COUTO & HAMMER, 1997).

Quanto a classificagdo citomorfologica os linfomas podem ser
classificados como de alto, médio ou de baixo grau. De acordo com o0 esquema
de classificagéo histolégica (Kiel ou “National Cancer Institute”), 80% dos linfomas
caninos séo similares aos linfomas nao-Hodgin humanos de médio e alto grau. E,
guanto a imunofenotipagem, podem ser classificados em linfomas T, linfomas B e
linfomas n&o T/ ndo B, bem como mistos (B/ T) (MOULTON & HARVEY, 1990;
TESKE et al., 1994; JONES et al., 1997; DE MOURA et al., 1999; SEQUEIRA et
al., 1999; VAIL, 2003). Aproximadamente 70 a 80% dos linfomas caninos tém
derivac@o imunofenotipica de célula B (VAIL, 2003).

Ademais, o linfoma em cées pode ser classificado em diferentes estadios
clinicos durante sua evolucao, que correspondem a extenséo da doenga a outros
orgdos, manifestagcbes de sindromes paraneoplasicas e sinais clinicos (DAY,
1995; DE MOURA & SEQUEIRA, 1999). Tal estadiamento permite estabelecer
diagnéstico mais preciso e precoce do linfoma, bem como progndstico clinico
possibilitando tratamento mais adequado e uma melhora na taxa de sobrevida de
pacientes linfomatosos (MORENO & BRACARENSE, 2007). Portanto, de acordo
com a OMS, no estadio | ha envolvimento limitado a um Gnico linfonodo ou tecido
linféide de um unico érgéo (exceto medula 6ssea), no estadio Il ha envolvimento
de vérios linfonodos regionais com ou sem envolvimento das amigdalas, no
estadio Ill ha envolvimento generalizado dos linfonodos, no estadio IV ha

envolvimento de figado e/ ou bago, com ou sem envolvimento generalizado dos



linfonodos e no estadio V ha envolvimento do sangue, medula éssea e/ ou outros
orgaos (OWEN, 1980). A maioria dos animais apresenta-se no estadio Il ou IV da
doenc¢a quando da avaliacé@o clinica (DAY, 1995; DE MOURA et al. 1999). Os
sub-estadios sdo “a” (sem sinais clinicos da doenca) e “b” (com sinais clinicos de
linfoma) (VAIL, 2003).

Embora o diagnéstico do linfoma esteja fundamentado no exame fisico e
nas avaliacbes hematologicas, bioquimico-séricas e exames radiolégicos e
ultrassonograficos do paciente, o seu diagndstico definitivo s6 pode ser firmado
pela avaliagdo citoldgica ou histologica do 6rgdo afetado (FAN & KITCHELL,
2002; NELSON & COUTO, 2006). Na Medicina Veterinaria, ha tempos a citologia
tem sido aceita como técnica confidvel para o diagnéstico de linfoma canino
(CARTER & VALLI, 1988; FRAGUAS, 2008). Entretanto, embora o diagndstico
citolégico seja de facil obtencédo, este ndo permite diferenciar os vérios tipos de
linfomas (FAN & KITCHELL, 2002; COUTO, 2006) e raramente fornece uma
conclusdo decisiva (OGILVIE & MOORE, 1995), recomendando-se, quase
sempre, analise histologica que pode ser conclusiva (OGILVIE & MOORE, 1995;
VAIL & OGILVIE, 1998). Estudos recentes revelam a importancia do exame
citolégico no diagndstico de linfoma, principalmente quando aliado a
imunofenotipagem pela citometria de fluxo (SOZMEN et al., 2005). O
imunofendétipo de neoplasia linféide em cdes pode ser obtido também por
imunocoloracao de cortes de tecidos ou de preparacdes citolégicas obtidas por
aspiracdo com agulha fina (RASKIN, 2003).

Os achados dos exames complementares em cées linfomatosos estao
diretamente relacionados com a localizagdo anatdomica do tumor e a gravidade
dos sinais sistémicos. Exames como o hemograma, devem ser realizados para
uma melhor definicdo da fase e do estado geral do animal. Neste caso, 0s
achados comuns sédo leucocitose, anemia e trombocitopenia (DOBSON &
GORMAN, 1993; FURIE, 1993; LATIMER, 1997), esta ultima em decorréncia da
infiltracdo da medula 6ssea por células neoplésicas (RALLIS et al., 1992).

Embora a contagem global de leucdcitos possa estar normal, diminuida ou
aumentada, quase sempre se detecta linfocitose (LEIFER & MATUS, 1986;
RASKIN & KRENBIEL, 1989). A observacéo de esfregacos de medula 6ssea é de



grande importancia para o estadiamento do linfoma e tem indicacdo sempre que
had anemia e linfocitose (MADEWEKLL & FELDMAN, 1980; MACEWEN &
YOUNG, 1996).

O prognostico clinico para cdes com linfoma esta relacionado a
imunofendtipo e sub-estadio estabelecido pela OMS. Os tumores imunorreativos
CD3 (derivados de células T) tém remissdo mais curta e 0S animais com sinais
clinicos de linfoma (sub-estadio “b”) tém progndstico reservado (VAIL, 2000).

Na auséncia de tratamento, o linfoma leva muitos cé@es a 6bito em quatro a
seis semanas (MACEWEN & YOUNG, 1996). No entanto, é a neoplasia que
melhor responde a quimioterapia (ROSENTHAL & MACEWEN, 1990; OGILVIE &
MOORE, 1995), e aquela que, adequadamente tratada e monitorada, proporciona
consideraveis avangos na duracdo e qualidade de vida do paciente (OGILVIE &
MOORE, 1995).

As etapas da quimioterapia do linfoma canino incluem indugdo da
remissdo, manutencdo da remissdo e reinducdo da remissdo ou terapia de
resgate (MACEWEN & YOUNG, 1996).

Desde sua descricdo na literatura, ha 20 anos, o COP (combinacao de
ciclofosfamida, sulfato de vincristina e prednisona) tem sido a base para muitos
protocolos quimioterapicos, no tratamento de linfoma canino, sendo considerado
como padrdo (MYERS et al., 1997). Porém, apresenta varios efeitos adversos tais
como infertilidade, alopecia e pigmentagédo da pele (FRAZIER & HAHN, 1995),
além de mielossupressédo e disturbios gastrintestinais (KOCHEVAR & MEALEY,
1997; KITCHELL & DHALIWAL, 2000).

Outro protocolo que se tornou popular no tratamento do linfoma canino € o
de Madison-Wisconsin (M-W) - uma combinag¢do dos farmacos L-asparaginase,
vincristina, prednisona, ciclofosfamida e doxorrubicina. Ha relatos de que o
referido protocolo é capaz de promover a mais longa remissdo e tempo de
sobrevivéncia para cdes com linfoma (MORRISON, 2005), sendo um dos
protocolos mais empregados no tratamento de linfoma em cédes (CHUN et al.,
2000; MORRISON, 2005).

A vincristina, um alcaléide vegetal derivado da vinca, atua interrompendo a

metafase, ligando-se as proteinas dos microtubulos necessarias a formagédo dos



fusos mitdticos e mitose celular (KOCHEVAR & MEALEY, 1997; RODASKI & DE
NARDI, 2008). Este farmaco pode provocar, como efeitos colaterais
hematolégicos, a mielossupressdo, caracterizada por discreta leucopenia, as
vezes acompanhada de anemia e trombocitopenia. Esta toxicidade pode ser
maior quando associada a L-asparaginase, uma enzima obtida de organismos

como a Escherichia coli e a Erwinia carotovora capaz de destruir as reservas

exdégenas do aminoacido asparagina, vital ao processo de sintese protéica das
células neopléasicas, que séo incapazes de produzir a asparagina endégena. Esta
enzima raramente provoca depressdo medular, mas inibe a fungéo dos linfocitos
T e B, além de promover hepatotoxicidade com aumento nas atividades séricas
das enzimas alanina-aminotransferase e aspartato-aminotransferase, e das
concentracdes de bilirrubina, como também diminuicdo da albumina sérica
(RODASKI & DE NARDI, 2008).

A prednisona, um corticosteroide utilizado nas primeiras quatro semanas
do protocolo de M-W, induz os linfocitos normais & apoptose, exercendo efeitos
citoliticos em neoplasias linféides (KOCHEVAR & MEALEY, 1997; LANORE &
DELPRAT, 2004; FAN & LORIMIER, 2005). E um horménio que atua em um
receptor linfocitario especifico, causando cisdo do DNA, prevenindo a divisdo
celular (RODASKI & DE NARDI, 2008). Como altera¢Bes hematoldgicas classicas
secundarias a utlizacdo dos esteréides incluem-se neutrofilia, linfopenia,
eosinopenia e monocitose (DILLON et al.,, 1980; BARGER & GRINDEM, 2000;
STOCKHAM et al., 2003). O tratamento prolongado pode causar aumento das
atividades séricas das enzimas hepaéticas alanina aminotransferase e fosfatase
alcalina (DILLON et al., 1980).

A ciclofosfamida € uma mostarda nitrogenada classificada como agente
alquilante que atua inibindo a sintese do DNA e, consequentemente, o ciclo
celular, de forma nado fase-especifica. Um de seus efeitos toxicos € a
mielossupressao, principalmente com neutropenia, trombocitopenia e, com menor
freqliéncia, anemia ndo regenerativa nos casos de pacientes submetidos a terapia
prolongada (BARGER & GRINDEM, 2000; RODASKI & DE NARDI, 2008).

A doxorrubicina, que integra o referido protocolo, € um antibibtico

antitumoral (antraciclina) derivado de culturas de Streptomyces peucetius,




variedade caesius, sendo um quimioterapico inibidor da transcriptase reversa e da
RNA polimerase, impedindo a sintese do DNA e RNA como agente ciclo celular
ndo especifico. Pode causar leucopenia, anemia e trombocitopenia, além de
cardiotoxicidade (RODASKI & DE NARDI, 2008).

A toxicidade hematoldgica é o efeito colateral mais comum nos pacientes
sob regime de quimioterapia, pois as células sangiineas constituem sistema
celular de renovacéo rapida e possuem alta fragéo de crescimento (KISSEBERTH
& MACEWEN, 1996). Neutropenia e trombocitopenia sdo os primeiros sinais,
engquanto a anemia desenvolve-se mais tardiamente em razdo da vida média mais
longa das hemacias (OGILVIE & MOORE, 1995). Dessa forma, a
hematotoxicidade é considerada um fator limitante da quimioterapia, tanto pelo
risco potencial de morte do animal em decorréncia da hipoplasia do setor
granulocitario (neutropenia séptica), quanto por impor diminuicdo de maneira
transitoria ou definitiva da dose do quimioterapico, o que pode prejudicar a
eficacia do tratamento (LANORE & DELPRAT, 2004). A maioria dos farmacos
quimioterapicos é mielotoxica, sendo que a ciclofosfamida possui mielotoxicidade
elevada e a vincristina, na dose de 0,75 mg/m?, possui mielotoxicidade moderada
(LANORE & DELPRAT, 2004).

O nadir de neutréfilos, momento no qual o niumero de granuldcitos € o mais
baixo ap6s uma sessdo 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 passa por uma fase
de recuperacéo (LANORE & DELPRAT, 2004).

TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS

As células-tronco hematopoéticas (CTH) séo células pluripotentes que déo

origem a todas as células heterogéneas funcionais do sangue, inclusive aquelas
do sistema imune (GASPER, 2000). Elas dado origem a progenitores
oligopotenciais que produzem progenitores de duas ou mais linhagens celulares,
que, por sua vez, se diferenciam em células unipotenciais, comprometidas com a
producdo de uma unica linhagem celular (RICHMAN et al., 1978). As CTH



possuem a capacidade de reconstituir o sistema hematopoético de um receptor
letalmente irradiado (LU et al., 1996).

O transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH) € indicado no
tratamento de muitas doencas. Em algumas delas, o transplante corrige defeitos
na producdo de células hematopoéticas medulares ou da fungdo imunologica,
congénitos ou adquiridos. Em outras, ele restaura a hematopoese apoés terapia
citotoxica em doses elevadas (mieloablativa) (LU et al., 1996; HOROWITZ, 1999;
BENBOUBKER et al.,, 2000), revelando-se como excelente coadjuvante no
tratamento de doencas malignas recidivantes, tal qual o linfoma (BENBOUBKER
et al., 2000).

O TCTH consiste na injecao intravenosa de progenitores hematopoéticos
gue se desenvolvem em microambientes especializados, nos quais se
diferenciam, proliferam e amadurecem. Entretanto, tais células transplantadas
carreiam antigenos que, uma vez nao reconhecidos pelo receptor, poderdo
desencadear a chamada doenca do enxerto contra hospedeiro - DECH
(GASPER, 2000). O transplante autélogo envolve a remogé&o temporaria de CTH
do proéprio receptor, seguida da mielossupressdo do referido receptor, induzida
quimicamente ou radiologicamente, e reinfusdo das CTH, sendo que a técnica é
simples e a ocorréncia da DECH é rara (GASPER, 2000). A terapia mieloablativa
seguida de transplante de CTH em doencas malignas € capaz de evitar a
resisténcia a protocolos quimioterapicos convencionais, pois utiliza doses
elevadas de quimioterapicos ou radiagcédo além dos limites da toxicidade medular,
porém dentro dos limites de morbidade e mortalidade aceitaveis (HORNING &
NADEMANEE, 1999).

FRIMBERGER et al. (2000) realizaram quimioterapia com doses elevadas
de ciclofosfamida seguida de transplante autélogo de medula 6ssea em caes com
linfoma. Foi alcangado tempo médio de remissdo 10% maior que aquele de cdes
tratados com quimioterapia convencional. Nos animais tratados, a remissao foi
induzida com quimioterapia convencional, seguida de dose Unica de
ciclofosfamida (500 mg/m?) e mesna, e infusdo de medula 6ssea autdloga. Estes
animais foram monitorados quanto as suas caracteristicas leucométricas aos 7, 9,

11 e 14 dias, bem como na terceira e quarta semanas e dois, quatro e seis meses
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ap6s o supramencionado tratamento, com o principal objetivo de monitorar a

recuperacao hematopoética, apoés alta dose de ciclofosfamida.

FATOR ESTIMULADOR DE COLONIA DE GRANULOCITOS

O uso dos fatores de crescimento hematopoético tem aumentado muito nos

altimos anos tanto na medicina humana quanto na veterinéria devido ao aumento
de sua disponibilidade no mercado. Apesar disso, existem poucos estudos
nacionais sobre o uso desses farmacos em cées e gatos (LUCIDI & TAKAHIRA,
2007). Tais citocinas sintéticas regulam a producdo, o desenvolvimento e a
funcdo das linhagens hematopoéticas e sdo indicadas para reduzir a morbidade
relacionada aos efeitos mielossupressivos induzidos por algumas substancias
toxicas, incluindo quimioterapicos, radiagcédo e infec¢Bes virais (FELDMAN et al.,
2000).

O fator estimulador de colénia de granuldcitos (G-CSF) recombinante é um
dos fatores de crescimento hematopoético com maior potencial para uso clinico,
pois é linhagem-especifico e desempenha importante papel na granulopoese,
através de sua atuacdo na medula 6ssea aumentando a liberagdo de neutrofilos
maduros do compartimento de reserva para a circulagdo, a proliferacdo e
maturacdo de precursores granulociticos e a funcionalidade das células
neutrofilicas, de tal forma a incrementar sua capacidade de fagocitose,
guimiotaxia e degranulacdo (HENRY et al., 1998; REWERTS & HENRY, 1998;
FELDMAN et al., 2000). Além disso, também minimiza o fendmeno da apoptose
de neutrdfilos “in vitro”, de cées sadios, levando ao aumento da vida média das
referidas células (OGUMA et al., 2005).

O G-CSF é produzido por células do estroma da medula 6ssea, incluindo
os fibroblastos, células endoteliais, mondécitos e macréfagos, sob estimulo de
citocinas inflamatérias, como IL-1, IL-3 e fator de necrose tumoral (TNF), e
endotoxinas bacterianas (HENRY et al., 1998).

O G-CSF recombinante canino (rcG-CSF) tem sido usado com sucesso
para aumentar o numero de neutréfilos em cées e gatos, levando a um quadro de
neutrofilia poucas horas apo6s sua administracdo (OBRADOVICH et al., 1991;
MISHU et al., 1992; OBRADOVICH et al., 1993). Entretanto, ainda hoje, seu uso é



11

restrito as universidades e centros de pesquisa, fazendo com que o G-CSF
recombinante humano (rhG-CSF), de nome genérico filgrastim, seja o mais
comumente utilizado na pratica médica de pequenos animais (FELDMAN et al.,
2000), 5pg/kg/dia, SC (HENRY et al., 1998).

O rhG-CSF age aumentando o numero de neutrdfilos circulantes e possui
grande potencial para amenizar ou reverter quadros de neutropenia associados
as condi¢cbes de mielotoxicidade e mielosupressdo em caes e gatos. Na pratica
médico-veterinaria, tal farmaco é indicado no tratamento de neutropenias apos
quimioterapia (COUTO, 1990; BRAVO et al., 1996; HENRY et al., 1998; COUTO,
2003), radiagdo (NOTHDURFT et al, 1997; MAC VITTIE et al., 2005),
reconstituicdo da celularidade medular apds transplante de medula Ossea
(STORB et al., 1994), na mobilizacdo de células tronco hematopoiéticas para o
sangue periférico (THOMASSON et al., 2003), nas neutropenias causadas por
farmacos (HOLLAND et al., 1996) e na neutropenia ciclica do Collie cinza
(HAMMOND et al.,, 1990). Atualmente, a principal aplicagdo do rhG-CSF na
pratica médica veterinaria tem como objetivo a reducdo da duragdo e intensidade
das neutropenias consequentes a quimioterapia em altas doses (COUTO, 2003).
Ressalta-se, entretanto, que o rhG-CSF é indicado apenas nos casos de
neutropenias persistentes, nas quais ha um defeito na producdo ou maturagéo
dos neutrdfilos, tal qual na hipoplasia, hematopoese ciclica e alguns casos de
producdo ineficiente, sendo contra-indicado nas neutropenias agudas e
transitorias (LUCIDI & TAKAHIRA, 2007).

Levando-se em conta o tempo de vida média dos componentes
sanguineos, verifica-se que a linhagem granulocitica é a primeira a ser afetada
em casos de deficiéncia na hematopoese, pois os neutréfilos duram de quatro a
oito horas na circulagdo, ao passo que as plaquetas tém uma vida média de
guatro a seis dias, e as hemacias de 120 dias no cao (CHUN et al.,, 2001;
COUTO, 2003). Na prética, o que se observa em caes é 0 aumento da liberacdo
de neutrdéfilos para o sangue, uma a duas horas apos a administracdo do rhG-
CSF, e a aceleragdo da produgdo em um a trés dias (HAMMOND et al., 1991),
com o retorno a contagem inicial, trés a cinco dias apés a suspensao do referido

fator de crescimento (OBRADOVICH et al.,, 1991). A resposta ao tratamento
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depende da sua duragédo e do numero de células-tronco viaveis na medula éssea
(FELDMAN et al., 2000).

Os fatores de crescimento hematopoético espécie-especificos raramente
induzem o desenvolvimento de anticorpos. Porém o uso de rhG-CSF, por
semanas consecutivas em caes, pode levar a uma resposta imune, neutralizando
sua acdo e fazendo com que os neutréfilos voltem aos valores iniciais
(HAMMOND et al., 1991; PHILLIPS et al., 2005). Além disso, tratamentos mais
prolongados podem induzir a formagéo de anticorpos anti- G-CSF aut6logo, por
meio de reacdo cruzada. Por outro lado, o uso dos fatores recombinantes
humanos por curtos periodos, em cdes e gatos, ndo resulta na formacdo de
anticorpos (HENRY et al., 1998; PHILLIPS et al., 2005), fato este que credencia a
utilizacdo do rhG-CSF como uma opgao segura no tratamento ou prevencgdo da
neutropenia (HENRY et al., 1998).

CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo € uma tecnologia baseada no emprego de radiacédo

laser, fluxo hidrodindmico, otica, substancias fluorescentes (fluorocromos),
recursos de informética, utilizada para determinar algumas caracteristicas
estruturais e funcionais de particulas biol6gicas em suspensdo, como varios tipos
de células, protozoarios, bactérias e outros (NGUYEN et al., 2007). E um recurso
emergente na Medicina Veterinaria que permite uma andlise rapida, objetiva e
gualiguantitativa de células em suspensdo (FALDYNA et al., 2001; NAKAGE et
al., 2005). Tem uma ampla aplicacdo na hematologia veterinéria, incluindo a
identificacdo de precursores hematopoéticos, contagens celulares diferenciais da
medula Ossea, quantificagdo de reticulocitos, pesquisa de eritroparasitas,
deteccdo de anticorpos anti-eritrocitarios, contagem diferencial de leucdcitos,
imunofenotipagem de linfécitos e contagem de plaguetas reticuladas. As
desordens mieloproliferativas e linfoproliferativas também podem ser identificadas
e classificadas por intermédio da citometria de fluxo (WEISS, 2001; NAKAGE et
al., 2005)

O citbmetro de fluxo €é um separador de células ativado por

imunofluorescéncia (FACS — “Fluorescence Activated Cell Sorter”) que promove a
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identificacdo e quantificacdo de células com base em seu tamanho (“Forward
scatter” — FSC), granularidade (‘Side Scatter’'- SSC) e intensidade de
fluorescéncia (ROITT et al., 2003).

A avaliacdo do tamanho relativo da célula (FSC) e da granularidade ou
complexidade interna da célula (SSC) permite a classificacdo dos leucocitos em
linfécitos, mondcitos e granuldcitos (GRINDEM, 1996).

A avaliacdo da intensidade de fluorescéncia da-se por intermédio da
utilizacdo de marcadores de superficie, representados por anticorpos monoclonais
especificos fluorescentes, ligados a fluorocromos como isotiocianato de
fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE) (GRINDEM, 1996).

Os anticorpos monoclonais sdo os marcadores de escolha devido a sua
especificidade, reacdo cruzada minima e reprodutibilidade (KEREN, 1994). O
termo CD (“Cluster of Differentiation” = denominacdo de grupamento) é utilizado
para denominar os anticorpos monoclonais criados em diferentes laboratérios do
mundo contra antigenos leucocitarios humanos (ROITT, 1999).

Alguns “workshops” tém sido organizados para classificar os anticorpos
monoclonais, com um ndmero do CD correspondente a nomenclatura humana, de
diversos animais domésticos incluindo os cdes (COBBOLD & METCALF, 1994),
suinos (SAALMULLER, 1996), equinos (LUNN et al., 1996) e ruminantes
(NAESSENS et al., 1997). Anticorpos monoclonais também tém sido identificados
e classificados em felinos (ACKLEY et al., 1990; ACKLEY & COOPER, 1992;
WILLETT et al., 1994; WOO & MOORE, 1997). Sendo assim, atualmente, alguns
anticorpos monoclonais especificos para cdes e gatos estdo disponiveis
comercialmente (BYRNE et al., 2000).

O CD45 é o antigeno comum aos leucécitos e é expresso em intensidades
diferentes na superficie de todos os leucocitos (COBBOLD & METCALFE, 1994;
GRINDEM, 1996). Trata-se de uma familia de glicoproteinas de 190 a 220kDa,
encontrada em todas as células de origem hematopoética, exceto hemacias
(TIZARD, 1998).

De acordo com WEISS (2004b), o CD45 pode ser util na avaliagdo de
leucemias granulociticas agudas e linfomas com envolvimento da medula éssea.

Também pode ser usado na quantificacdo acurada de granulécitos, mieloblastos,
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precursores eritrocitarios e linfécitos na medula éssea de cées. Segundo
COMAZZI et al. (2006), quanto maior o grau de maturagao dos leucdcitos, maior a
expressdo de CD45. Ademais, quando consideradas variaveis morfolégicas com
base na complexidade interna (SSC), este anticorpo monoclonal €, usualmente,
utilizado para confeccéo de “gates” para diferenciar os leucocitos de eritrécitos e
debris celulares, sendo possivel fazer-se um “mielograma” por intermédio da
citometria de fluxo, de tal forma a separar, assim, cada linhagem, podendo-se
estuda-las individualmente quanto ao seu perfil de expressdo antigénica
(COMAZZI et al., 2006; LORAND-METZE, 2006).

Os leucécitos podem ser analisados no sangue total com anticoagulante ou
isolados pelo uso da centrifugacdo por gradiente de densidade. Nas coletas das
amostras de sangue para citometria de fluxo, o anticoagulante recomendado € o
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), que apresenta vantagens sobre os
demais, pois proporciona uma boa separacdo das distintas populagbes
leucocitarias e permite que as amostras possam ser analisadas satisfatoriamente
dentro de um periodo de até 24 horas (PAXTON et al., 1989).

A citometria de fluxo tem contribuido enormemente no diagnéstico de
linfoma. Amostras ou aspirados com agulhas finas de linfonodos ou outros
tecidos, tais como tecido sanguineo periférico ou central, tém sido frequentemente
analisados (JENNINGS & FOON, 1997).

Trata-se de recurso técnico de uso corrente nos laboratérios de
hematologia e bancos de sangue humanos e, mais recentemente, seu emprego
vem ganhando corpo na avaliagio de imunopatias e malignidades
hematopoéticas na medicina de animais de companhia (TOMPKINS et al., 1991;
CHABANNE et al., 1995; CULMSEE et al., 2001; CULMSEE & NOLTE, 2002). No
caso do linfoma canino, a imunofenotipagem passou a ter importancia quando se
verificou que linfomas de células T apresentavam pior progndstico para a
sobrevida e periodo livre da doenca do que linfomas de células B (GREENLEE et
al., 1990; KIUPEL et al., 1999). A imunofenotipagem consiste na separagédo de
distintas populag6es de células, cujos antigenos de superficie s&o marcados com

anticorpos especificos (ROITT et al., 1999) e tem promovido um avanco na
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definicdo e classificacdo de células sanglineas, particularmente aquelas de baixo
grau de diferenciagéo (GRINDEM, 1996).

Além disso, muitos dos farmacos utilizados na quimioterapia do linfoma
afetam a distribuicdo, proliferagdo, diferenciacdo e funcdo de células
imunologicamente importantes como neutréfilos, eosindéfilos, mondcitos e
linfécitos (MILLER, 1997; BARNES, 1998).

. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Embora a quimioterapia seja imunossupressora, os efeitos da mesma
sobre o sistema imune dos cdes com neoplasia ndo tém sido estudados de
maneira detalhada. Desta forma, torna-se muito importante o monitoramento das
células leucocitarias durante o tratamento quimioterapico. Assim, idealizou-se
este ensaio com 0s objetivos principais de se avaliar de forma sequencial e
temporalmente o quadro leucocitario de cédes linfomatosos, em remisséao,
submetidos & alta dose de ciclofosfamida seguida do transplante aut6logo de
medula 6ssea, bem como quantificar células CD45+ na medula 6ssea e sangue

periférico dos mesmos.

IV. MATERIAL E METODOS

ANIMAIS

O grupo experimental incluiu sete caes portadores de linfoma em remissao
submetidos a alta dose de ciclofosfamida suportada por TMO atendidos junto ao
Servico de Oncologia Veterinaria (SOV) do Hospital Veterinario Governador
Laudo Natel (HV GLN) da FCAV/UNESP, entre julho de 2007 e agosto de 2008.

No grupo controle foram incluidos cinco cdes, SRD, machos ou fémeas,
com peso médio de 12,03+1,62 Kg, alojados no canil do Hospital Veterinario do
Centro Universitario Bardo de Maua — Ribeirdo Preto — que, ap6s exame fisico
detalhado e hemograma, foram considerados higidos. Como valores de referéncia
para as caracteristicas hematoldgicas utilizaram-se aqueles estabelecidos junto
ao Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria (LPCV) do HV GLN (Apéndices A
e B).



16

INDUCAO DA REMISSAO

Para atingir a remissdo completa, os animais do grupo tratado foram

submetidos ao protocolo quimioterapico de M-W (Apéndice C), que inclui sulfato
de vincristina (0,75 mg/m?, 1V), L-asparaginase (400 Ul/kg, IM), ciclofosfamida
(250 mg/m?, VO), doxorrubicina (30 mg/m?, perfusdo) e prednisona, pelo periodo
minimo de nove semanas, ou seja, até o término da fase de inducéo da remisséo
(DE CAPUA et al., 2009).

TRANSPLANTE AUTOLOGO DE MEDULA OSSEA

Uma semana apo6s o término da fase de indugéo da remissédo, os cédes do grupo

tratado foram submetidos a uma avaliagdo pré-transplante da medula 6ssea, na qual
se definiu a condicdo da doenca para cada animal, de modo que seis deles
apresentavam-se em remissao completa e um em remissao parcial (Animal T3). As
avaliacbes citoscopicas de amostras de medula éssea, obtidas dos referidos
animais, revelaram preparacdes bem representativas, normocelulares, com
adequada relacdo mieloide:eritréide (M:E) e namero normal de megacariocitos, e
isentas de componente linfomatoso. Apenas um céo (Animal T4) apresentou medula
O0ssea hipocelular e com relagdo M:E flagrantemente diminuida, mas sem a
presenca de células neoplasicas.

Na semana subsequente realizou-se o transplante. Para tanto, o protocolo

do TMO foi delineado da seguinte maneira (DE CAPUA et al., 2009):

e Dia— 4 (D-4): Colheita de medula éssea

e Dia - 2 (D-2): Condicionamento (ciclofosfamida 1V)

e Dia zero (D0): Infusdo da suspensdo de células medulares por via

intravenosa
Vale lembrar que os cées linfomatosos foram submetidos & terapia preventiva

com sulfametaxazol-trimetoprim, na dose de 25mg/kg, iniciada sete dias antes da
coleta da medula 6ssea e mantida por mais 30 dias (DE CAPUA et al., 2009), em

virtude da mielotoxicidade provocada pela alta dose de ciclofosfamida.
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A. Coleta de medula 6ssea e processamento do material (D-4)

A coleta de medula éssea foi realizada, apos jejum hidrico de duas horas e
alimentar de doze horas, junto a sala de técnica cirdrgica do HV GLN, da FCAV
UNESP/Jaboticabal.

Para hidratacdo e manutencgéo de acesso venoso, foi administrada solu¢ao
de NaCl 0,9%, (10mL/kg/h) por intermédio de um cateter adaptado a veia cefalica,
logo apds tricotomia e anti-sepsia locais.

Como procedimento anestésico e analgésico, foi realizada pré-medicacao
com meperidina (3mg/Kg, IM) e levomepromazina (0,5mg/kg, 1V), inducdo da
anestesia com propofol (5 mg/kg), e manutencdo através de anestesia geral
inalatéria (isofluorano). Para analgesia adequada, foi realizada anestesia peridural
no espaco lombossacral com lidocaina 2% sem vasoconstritor (1 mL/5kg),
associada a tramadol (2 mg/kg). Apds o retorno anestésico procedeu-se a
aplicacdo de tramadol (4 mg/kg, SC), que também foi utilizado para analgesia
pés-cirdrgica (2 mg/kg VO, a cada oito horas, durante 2 dias).

Para a coleta de medula 6ssea, foram realizadas puncdes na crista iliaca
do paciente utilizando-se de agulhas de Rosenthal e seringas de 20 mL (Figura
1). Para evitar hemodiluigéo, cada aspiragdo ndo excedeu ao volume de 10 mL,
sendo que o volume total de material medular colhido foi de 10mL/Kg de peso
vivo animal. As aliqguotas de MO assim colhidas foram acondicionadas em
recipientes contendo meio de cultura RPMI (10mL/100mL de MO), e foram
cuidadosa e periodicamente homogeneizadas e, posteriormente, filtradas (Figura
2). ApOs a retirada do anticoagulante citrato-fosfato-dextrose-adenina-1 (CPDA-1)
da bolsa tripla para coleta de sangue, o supra referido filtrado foi transferido para
a mesma com auxilio de uma seringa de 60mL.

A medula éssea foi processada de acordo com protocolo utilizado pelo
Hemonducleo e Centro de Hematologia e Hemoterapia Dr. Ary Ferreira Dias, da
Fundacdo Amaral Carvalho (FAC) — Jau — SP, cujo processamento foi realizado
em trés etapas:

Primeiramente, foi realizada deplecdo das hemacias sob a agdo do
hidroxietilstarch (HES), na propor¢cdo de 1:5 que promove a sedimentacdo dos

eritrocitos, possibilitando a transferéncia destas células para uma bolsa satélite.
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Ainda assim, uma camada de eritrécitos, com cerca de 2cm permaneceu ha bolsa
principal. Todo este procedimento foi realizado em uma capela de fluxo laminar
nas instalacdes do SOV do HV GLN.

Na segunda etapa, apds transporte sob refrigeracdo, a bolsa contendo
medula éssea foi centrifugada por 15 minutos, 1810,9 g e 20°C, junto ao Banco
de Sangue Sertdozinho, Sertdozinho — SP, e entdo o plasma sobrenadante foi
removido até que o seu volume remanescente fosse igual ou inferior a 2 cm acima
da camada de células brancas e, reservado.

Na terceira e Ultima etapa, para suportar a temperatura de congelamento
(-80C), a suspensao de células foi transferida, com uma seringa de 60mL, para
uma bolsa de criopreservacdo de componentes do sangue e o volume final foi
anotado. Em uma bolsa de sangue vazia, adicionaram-se 40% do volume final de
plasma autélogo, 40% de meio RPMI e 20% de dimetilsulféxido (DMSO) que,
posteriormente, foi transferido para a bolsa de congelamento. Durante a adigéo de
DMSO, manteve-se a bolsa em uma cuba com gelo, para evitar 0 aguecimento
decorrente da adicdo da referida substancia. Iniciou-se entdo o processo de
congelamento manual da bolsa contendo medula éssea, mantendo-a por uma
hora em refrigerador (4°C), depois por duas horas a -4°C e finalmente a -80°C,
em freezer instalado no Brazilian Collection Clone (BCC), onde permaneceu até

seu descongelamento e infuséo, quatro dias depois.

Figura 1: Procedimento de coleta de medula 6ssea na crista iliaca de um
cdo, com vistas ao transplante aut6logo de medula éssea. Jaboticabal,
20009.
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Figura 2: Filtragem da medula 6ssea coletada. Jaboticabal, 2009.

B. Condicionamento (D-2)

O condicionamento do paciente foi realizado dois dias apds a coleta de
medula Ossea, ou seja, dois dias antes da infusdo da mesma. Realizou-se
fluidoterapia com solugédo de NaCl 0,9% (30mL/kg/h, 1V) por 30 minutos, seguida
da infusédo de mesna (dose da ciclofosfamida X 0,4, 1V) e, da administragéo de
ondansetrona (0,1 — 0,22 mg/kg VO), sendo a mesma dose repetida oito horas
depois. Para o condicionamento, propriamente dito, infundiu-se ciclofosfamida
(500 mg/m?). A seguir, administrou-se furosemida (2 mg/kg) e manteve-se a
fluidoterapia por cinco horas (30mL/kg/h, IV) e repetiu-se a aplicagdo da mesna
na segunda e quinta horas ap6s o término da administragdo da ciclofosfamida.
Todo o procedimento foi realizado no Laboratério de Oncologia do SOV da

FCAV/UNESP-Jaboticabal, sendo o preparo dos farmacos sob fluxo laminar.

C. Infusdo da suspenséao de células da medula éssea (D0)

Primeiramente, a bolsa contendo as células hematopoéticas foi
descongelada em banho-maria a 37°C, no LPCV do HV GLN da FCAV/UNESP. A
infusdo da suspensdo de células (Figura 3) foi realizada ap6s 30 minutos de
fluidoterapia intravenosa (solugédo de NaCl 0,9%, 30mL/kg/h) e administracéo de
ondansetrona (0,1 — 0,22 mg/kg, VO). Durante o referido procedimento os sinais

vitais dos animais foram avaliados, e apds o término da infusdo os animais



20

mantiveram-se sob monitoramento e fluidoterapia pelo tempo minimo de 40

minutos.

Figura 3: Infusdo da suspensdo de células da medula 6ssea (DO).
Jaboticabal, 2009.

USO DE FATOR ESTIMULADOR DE COLONIA

O G-CSF (filgrastim) foi administrado aos animais do grupo tratado, na

dose de 5ug/kg/dia, por via subcutanea, com o intuito de acelerar a reconstituicdo
hematopoética. A data de inicio da administragdo do G-CSF variou para cada
animal em virtude da resposta individual das contagens neutrofilicas. Dessa
forma, o medicamento foi administrado nos dias D+3 e D+4 para o animal 1 (T1),
D+4 a D+8 para o animal 2 (T2) e D+5 a D+9 para os animais 4, 5e 6 (T4, TS5 e
T6). Os animais 3 e 7 ndo receberam o referido farmaco pois apresentaram
apenas e tdo somente uma leucopenia leve, quando comparados com 0S outros
animais, e que cuja aplicagdo do fator estimulador de colénia ndo se fez
necesséria.

Os animais do grupo controle receberam 5pug/kg/dia de G-CSF, por via

subcutanea durante 5 dias (D+5 a D+9).

OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue periférico para leucometria e quantificacdo de

células CD45+ foram obtidas por venipungdo cefalica e envasadas em tubos a

vacuo contendo EDTA.
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As amostras de medula Ossea destinadas a andlise citométrica foram
obtidas por intermédio da punc¢éo aspirativa do esterno (1mL), com o auxilio de

agulhas 40X12 e, igualmente, preservadas em tubos contendo EDTA.

AVALIACAO DAS PARCELAS EXPERIMENTAIS

Os animais do grupo tratado foram submetidos & quantificacdo de células

CD45+ presentes no sangue periférico e medula 6ssea nos dias -4, 7, 14 e 28 e a
avaliacdo do quadro leucocitario nos dias -4, -2, -1, 0, 7, 8, 9, 10, 13, 14, 15, 16 e
28. De outra parte, os animais do grupo controle foram submetidos a analise
citométrica quantitativa de células CD45+ no sangue periférico e medula éssea
nos dias -4, 7, 14 e 28 e a avaliagdo do quadro leucocitario nos dias -4, -2, 0, 7, 8,
9, 10, 13, 14 e 28.

A. Quantificacao de células CD45+

A preparagdo das suspensdes de células foi realizada no LPCV do HV
GLN, da FCAV/UNESP-Jaboticabal. Foram utilizados trés tubos Falcon nos quais
foram adicionados 100 uL da amostra (sangue ou medula 6ssea) sendo que no
tubo 1 ndo foram adicionados marcadores; no tubo 2 foram adicionados 2 uL de
Y2FITC (MCA1212F, SEROTEC) e no tubo 3, 2 uL de CD45FITC (MCA1042F,
SEROTEC) (Tabela 1).

Os tubos foram incubados por 20 minutos a temperatura ambiente no
escuro. Um mililitro de tampéo de lise de hemacias (FACS Lysing Solution —
BECTON DICKINSON) foi adicionado em cada tubo, seguido da homogeneizacao
e incubagdo por dez minutos no escuro. Posteriormente, foi realizada
centrifugacdo para formacéo do “pelet’ seguida de lavagens da suspensao de
células com solucao salina tamponada com fosfato 0,01M e pH entre 7,4 e 7,6
(PBS) por trés vezes, cujo procedimento consistiu na centrifugacdo a 651,99 por
trés minutos, desprezo do sobrenadante e adicdo de dois mililitros de PBS. Apoés
desprezar o sobrenadante, foram adicionados 500 uL de formol a 1% em
PBS/tubo, para conservagdo das amostras por uma semana a 4°C (WEISS,
2004a).
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Tabela 1: Preparacdo das amostras de sangue e medula 0ssea para analise
citométrica. Jaboticabal, 2009.

Volume ) ]
Tubo Amostra ) Molécula Fluorescéncia Tipo celular
Anticorpo
1 100pL - - - -
2 100uL 2uL Y2 FITC Isotipo controle
3 100pL 2uL CD45 FITC Leucdcitos

As amostras foram analisadas no citbmetro FACSCANTO (Becton
Dickinson, San Jose, CA), instalado no Laboratério de Micologia, do
Departamento de Andlises Clinicas, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara (FCF) — UNESP, no méaximo sete dias apds seu preparo.

Foram obtidos 10000 eventos, para identificar e quantificar as células
CD45", utilizando-se do programa FACSDiva (BD) (Figura 4). O célculo dos
valores absolutos de células CD45+ no sangue foi realizado multiplicando-se os
valores percentuais das referidas células pela contagem global de leucdcitos.
Para as células CD45+ da medula 6ssea foram obtidos somente os valores
relativos, uma vez que a contagem global de células nucleadas na mesma nao é

um método confiavel.

Figura 4: Distribuicdo das popula¢des leucocitarias observadas na citometria de
fluxo, de acordo com o tamanho das células, com sele¢éo (P1) sobre a populagdo

de células CD45+ na medula 6ssea de cdo. Jaboticabal, 2009.
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B.Leucograma

A contagem global dos leucdcitos foi conduzida com o auxilio de um
contador automético de células ABC Vet (HORIBA ABX — S&o Paulo/Brasil) e a
férmula leucocitaria diferencial estabelecida a partir de esfregaco sangiineo
corado com uma mistura de Metanol, May Grunwald e Giemsa (MMG). Tais
procedimentos foram realizados no LPCV do HV GLN da FCAV /UNESP-
Jaboticabal.

ANALISE ESTATISTICA

O método estatistico utilizado foi a analise de varidncia de medidas

repetidas para as variaveis leucocitos, CD45+ e %CD45+. As comparacdes dos
pares das médias foram feitas usando o teste Tukey. Um valor de p < 0,05 foi
considerado significativo (ZAR, 1999).

V. RESULTADOS E DISCUSSAO

A. Leucograma

Os valores absolutos individuais e as médias de leucdcitos, neutréfilos
segmentados, neutrofilos bastonetes e linfécitos dos animais do grupo controle, nos
dias -4, -2, 0, 7, 8, 9, 10, 13, 14 e 28, estdo apresentados nas figuras 5, 6, 7 e 8,
respectivamente. Para melhor visibilizagdo dos valores obtidos para os animais do
grupo controle, tracejou-se nas referidas figuras linhas de valores de referéncia,
maximos e minimos, instituidos no LPCV do HV GLN da FCAV/UNESP-Jaboticabal.
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Figura 5: Comportamento dos valores absolutos individuais e médias de

leucécitos (x10°/uL) obtidos para os animais do grupo controle (n=5) em diferentes

momentos do protocolo experimental. Jaboticabal, 2009.
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Figura 6: Comportamento dos valores absolutos individuais e médias de

neutrofilos segmentados obtidos para os animais do grupo controle (n=5) em

diferentes momentos do protocolo experimental. Jaboticabal, 2009.
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Figura 7: Comportamento dos valores absolutos individuais e médias de
neutrofilos bastonetes obtidos para os animais do grupo controle (n=5) em diferentes

momentos do protocolo experimental. Jaboticabal, 2009.
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Figura 8: Comportamento dos valores absolutos individuais e médias de
linfécitos obtidos para os animais do grupo controle (n=5) em diferentes momentos

do protocolo experimental. Jaboticabal, 2009.

As mais elevadas contagens de leucécitos para os animais do grupo controle

ocorreram nos dias D+7 a D+9, por elevacdo de neutrofilos bastonetes e
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segmentados, corroborando com HAMMOND et al. (1991), que relatam aumento na
liberacao de neutréfilos para o sangue, uma a duas horas ap6s a administracéo de
G-CSF, e aceleracao na producédo de células neutrofilicas em um a trés dias. No dia
D+10, observou-se reducéo abrupta nas contagens de leucécitos, mas, ainda assim
e até o final do protocolo experimental, dentro dos limites normais para a espécie.
Contrariamente, OBRADOVICH et al. (1991) afirmam que o retorno a contagem
inicial de neutroéfilos ocorre de trés a cinco dias apés a suspensdo do medicamento.

De acordo com a bula técnica, o filgrastim promove aumentos evidentes nas
contagens de neutréfilos no sangue periférico, com elevagbes minimas dos
monacitos, fato que pdde ser observado em todos os animais deste protocolo que
foram tratados com o referido farmaco. O nimero médio de linfécitos, mondcitos,
basdfilos e eosindfilos manteve-se dentro dos intervalos de normalidade para a
espécie (Apéndice L).

Nas figuras 9, 10, 11 e 12 estdo apresentados os valores absolutos
individuais e médias de leucdcitos, neutrofilos segmentados, neutréfilos bastonetes e
linfécitos dos animais do grupo tratado nos dias -4, -2, -1, 0, 7, 8, 9, 10, 13, 14, 15,
16 e 28 do periodo experimental. Para melhor visibilizacdo dos valores obtidos para
0S animais tratados, tracejou-se nas referidas figuras linhas de valores de referéncia
maximos e minimos do LPCV do HV GLN da FCAV/UNESP-Jaboticabal.
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Figura 9: Comportamento dos valores absolutos individuais e médias de
leucécitos (x10*/uL) obtidos para os animais do grupo tratado (n=7) em diferentes
momentos do protocolo experimental. Jaboticabal, 2009.
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Figura 10: Comportamento dos valores absolutos individuais e médias de

neutréfilos segmentados obtidos para os animais do grupo tratado (n=7) em

diferentes momentos do protocolo experimental. Jaboticabal, 2009.
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Figura 11: Comportamento dos valores absolutos individuais e médias de

neutréfilos bastonetes obtidos para os animais do grupo tratado (n=7) em diferentes

momentos do protocolo experimental. Jaboticabal, 2009.
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Figura 12: Comportamento dos valores absolutos individuais e médias de
linfécitos obtidos para os animais do grupo tratado (n=7) em diferentes momentos do
protocolo experimental. Jaboticabal, 2009.

Em virtude da variacdo nos dias da aplicagdo do G-CSF para os animais do
grupo tratado, optou-se por expor e discutir os resultados, primeiramente para cada
paciente e, posteriormente langou-se méo de um painel geral.

ANIMAL T1 (G-CSF: dias D+3 e D+4). As mais elevadas contagens de
leucdcitos ocorreram, dentre os dias analisados, em D+7 (20900 células/uL) e D+8
(17800 células/uL), ou seja, trés e quatro dias apds a ultima aplicacdo de G-CSF,
corroborando com OBRADOVICH et al. (1991). No caso deste paciente o nadir de
leucdcitos ocorreu no D-1, ou seja, um dia apés o condicionamento com
ciclofosfamida.

ANIMAL T2 (G-CSF: dias D+4 a D+8). As mais elevadas contagens de
leucécitos ocorreram, dentre os dias analisados, em D+8 (23400 células/pL) e D+9
(11600 células/uL), ou seja, no ultimo dia da aplicacdo de G-CSF e no dia
subsequente. O nadir de leucdcitos (3300 células/uL) ocorreu no DO, ou seja, dois
dias apos o condicionamento com ciclofosfamida.

ANIMAL T3: néo recebeu o G-CSF, pois apresentou apenas e tdo somente
uma leucopenia leve, quando comparado com 0S outros pacientes, e que cuja

aplicagédo do referido farmaco ndo se fez necessaria. O estado linfomatoso deste
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paciente recidivou entre a coleta da medula éssea e a infusdo da mesma, mas
seguiu no protocolo, assim como ocorreu com quatro cdes em um estudo conduzido
por FRIMBERGER et al. (2002).

ANIMAL T4 (G-CSF: dias D+5 a D+9). As mais elevadas contagens de
leucécitos ocorreram, dentre os dias analisados, em D+9 (11100 células/uL) e D+10
(13700 células/uL), ou seja, no ultimo dia da aplicacdo de G-CSF e no dia
subsequente. O seu nadir de leucécitos (1600 células/uL) ocorreu no D+7.

ANIMAL T5: apresentou mielotoxicidade apos cerca de 5 dias de terapia com
sulfametaxazol-trimetoprim e, como este periodo coincidiu com a coleta da medula
Ossea, foi necessaria a utilizacdo de G-CSF por dois dias, fato que ensejou
acentuada leucocitose no dia D-2 (figura 9). Este animal recebeu G-CSF também
nos dias D+5 a D+9. A mais elevada contagem de leucécitos ocorreu, dentre os dias
analisados, em D+9 (20100 células/uL), ou seja, no ultimo dia da aplicacdo de G-
CSF. O nadir de leucécitos (7500 células/uL) ocorreu no DO.

ANIMAL T6 (G-CSF: dias D+5 a D+9). A mais elevada contagem de
leucdcitos ocorreu, dentre os dias analisados, em D+9 (31600 células/pL), ou seja,
no ultimo dia da aplicagdo de G-CSF. O nadir de leucdcitos (3200 células/uL)
ocorreu no D+7.

ANIMAL T7: néo foi tratado com G-CSF, pois apresentou apenas e tao
somente uma leucopenia leve, quando comparado com 0s outros animais, e que
cuja aplicacdo do fator estimulador de coldnia ndo se fez necessaria. O nadir de
leucécitos (3400 células/uL) ocorreu no DO, e a leucopenia se estabeleceu 24 horas
apos a alta dose de ciclofosfamida (D-1) até o dia D+8.

Os animais T3, T4 e T7 ndo apresentaram contagens totais de leucécitos
acima do intervalo de normalidade para a espécie. O paciente T1 ndo apresentou
reducdo numeérica dos seus leucdcitos, abaixo dos limites minimos normais para
cées, fato também verificado com relagéo ao paciente T5, mas, neste caso, pode ter
havido influéncia do G-CSF, aplicado durante o protocolo de TMO.

Neste ensaio, uma semana apoés a infusdo de células da MO, o nadir médio
dos neutrdfilos segmentados foi 513 células/uL (limites, 80 — 820 células/uL), e
ocorreu 3 a 7 dias apos o TMO. A duracdo média da neutropenia foi de 3,2 dias
(limites, 2 — 4 dias). FRIMBERG et al. (2002), relatam nadir médio de neutrdfilos
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segmentados de 396 células/uL (limites, 8 — 3990 células/uL), entre 8 a 10 dias poés-
TMO. A duragdo média da neutropenia absoluta, referida por estes autores, foi de 7
dias (limites, O— 11 dias), mas a duracdo da neutropenia, com contagens inferiores a
1000 células/uL, de apenas 3 dias (limites, 0-6).

Os valores médios da contagem global de leucécitos e da contagem absoluta
de neutrdéfilos segmentados, tanto para os individuos do grupo controle como para
agueles do grupo tratado (Figuras 5 e 6, 9 e 10, respectivamente), apresentaram-se
de forma semelhante ao longo do periodo estudado. Observou-se que sete dias
apos o transplante, o pequeno aumento de leucdcitos decorreu, em parte, do
aumento de neutrdéfilos bastonetes (Figura 10), que pode ser interpretado como um
efeito da aplicagdo do fator estimulador de coldnia de granuldcitos, utilizado neste
periodo. As mais elevadas contagens de leucdcitos, para animais do grupo tratado
que receberam G-CSF, foram observadas no ultimo dia de sua aplicagédo, exceto
para o animal T1.

De acordo com a bula técnica, o filgrastim promove elevagbes numéricas
minimas dos mondcitos, fato que pode ser observado em todos os animais tratados
com o referido estimulador de colénia. Da mesma forma, verificou-se que a
variedade celular linfocitaria ndo se alterou, pelo menos numericamente.

Embora em alguns pacientes humanos com neutropenia crénica severa, 0
uso do filgrastim possa propiciar o aumento no nimero de eosinéfilos e baséfilos
circulantes, ou até mesmo eosinofilia ou basofilia mais consistente anterior ao
tratamento, ndo se constataram alteragdes importantes nestas variedades celulares
no periodo em questao.

Apos 14 dias do transplante, observou-se pequenas elevagdes nas contagens
global de leucdcitos e absoluta de neutrofilos segmentados, quando comparadas
aos valores iniciais, que podem ser interpretadas como uma evidéncia do inicio da
recomposicao da celularidade hematopoética, ja que, de acordo com a bula técnica
do filgrastim, ap6s o término da terapia, a quantidade de neutréfilos circulantes
diminui cerca de 50% em 1 a 2 dias, alcancando niveis basais em 1 a 7 dias.
Segundo WITTE et al. (1992), pacientes humanos tratados com rhG-CSF durante 14
dias ap6s TMO apresentaram contagens globais de leucdcitos e neutréfilos

significativamente maiores entre os dias D+9 e D+14, quando comparadas aquelas



31

de pacientes que receberam placebo, bem como recuperagdo medular mais rapida e
menor incidéncia de broncopneumonia.

Neste ensaio, nenhum animal do grupo tratado apresentou febre ou sepse
apés a alta dose de ciclofosfamida. Desta maneira, pode-se inferir que o uso do
filgrastim em cées linfomatosos, tal qual em pacientes humanos submetidos a
quimioterapia citotoxica ou terapia mieloablativa, leva a reducdes significativas na
incidéncia, severidade e duracdo da neutropenia e neutropenia febril. Efeitos
benéficos do filgrastim, segundo EICHACKER (1994), foram notados somente
quando sua administracdo teve inicio dias antes da ocorréncia de sepse
experimental, em funcdo do aumento no ndmero de neutrofilos circulantes, bem
como da melhora nos mecanismos de defesa dos cdes. Da mesma forma, pacientes
humanos tratados com quimioterapia citotéxica e filgrastim requerem menor nimero
de admissdes hospitalares e dias de hospitalizacdo, requerendo menor carga de
antibioticos quando comparados aos pacientes tratados apenas com guimioterapia

citotoxica.

B. Quantificacdo de células CD45+

As percentagens de células CD45+, na medula 6ssea, nos dia D-4, D+7,
D+14 e D+28, em caes higidos que receberam G-CSF, estdo apresentadas na
tabela 2 e ilustradas na figura 13.

Tabela 2: Valores percentuais individuais, médias e desvios-padrao obtidos para
contagem de células CD45" na medula 6ssea em cées do grupo controle (n=5) em

diferentes momentos do periodo experimental. Jaboticabal, 2009.

DIAS

ANIMAIS D-4 D+7 D+14 D+28
C1 8,5 9,0 9,6 *k

C2 14,5 12,0 12,1 25,9
Cc3 ok 14,7 17,1 19,7
c4 9,8 17,6 *x 12,2
C5 10,3 1,1 14,5 *k
MEDIA 10,78 10,88 13,33 19,27
DP 2,6 6,33 3,21 6,86

** Amostra perdida
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Figura 13: Comportamento dos valores percentuais individuais e das
médias de células CD45" na medula 6ssea em cdes do grupo controle (n=5),

em diferentes momentos do periodo experimental. Jaboticabal, 2009.

Nos diferentes momentos de determinacao das percentagens de células
CD45", na medula 6ssea em cédes do grupo controle verificou-se que os valores
médios obtidos mantiveram-se dentro de uma estreita faixa de variagdo, como
ilustra a figura 13.

Na tabela 3, estdo apresentados os valores das contagens globais de
leucécitos, bem como as percentagens e valores absolutos de células
CD45+ no sangue periférico e, na figura 14, estdo estampados os valores
absolutos individuais e médias das referidas células CD45" em cées do grupo

controle (n=5) em diferentes momentos do periodo experimental.
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Tabela 3: Valores individuais, médias e desvios-padrdo obtidos para contagens

globais de leucdcitos, percentuais e absolutos de células CD45" no sangue periférico

em céaes do grupo controle (n=5), em diferentes momentos do periodo experimental.
Jaboticabal, 2009.

D-4 LEUCOCITOS % Absol. D+7 LEUCOCITOS % Absol.
(x10%mL) CD45+ CD45 (x10°%/mL) CD45+ CD45
c1 6,2 31,2 1934,4 c1 18 87,1 15678
c2 9,1 24,4 2220,4 c2 34,1 66,9 22812,9
c3 10 51,6 5160 c3 21,7 75,8 16448,6
ca 5,8 26,9 1560,2 ca 18,8 52,5 9870
c5 9,6 26,5 2544 c5 31,8 81,4 25885,2
MEDIA 8,14 32,12 2683,80 MEDIA 24,88 72,74  18138,94
DP 1,98 11,17 1430,90 DP 7,54 13,55 6307,52
D+14 LEUCOCITOS % Absol. D428 LEUCOCITOS % Absol.
(x10*mL) CD45+ CD45 (x20%mL) CD45+ CDA45
c1 6,3 34,2 2154,6 c1 13,3 31,6 4202,8
c2 11 28,0 3080 c2 11,2 23,9 2676,8
c3 8,3 68,5 5685,5 c3 9,4 47,7 4483,8
ca 6.4 29,0 1856 ca 7,1 28,5 2023,5
c5 9,8 31,2 3057,6 c5 16,8 27,8 4670,4
MEDIA 8,36 38,18 3166,74 MEDIA 11,56 31,90 3611,46
DP 2,07 17,12 1508,81 DP 3,71 9,25 1186,09
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D-4 D47 0+14 D+28
—C1 —qC2 2 —C4 cs MEDIA

Figura 14: Comportamento dos valores absolutos individuais e das médias de

células CD45" no sangue periférico em cdes do grupo controle (n=5) em diferentes

momentos do periodo experimental. Jaboticabal, 2009.
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Para os animais do grupo controle, que receberam o G-CSF entre os dias
D+5 e D+9, observou-se que houve aumento no nimero de células CD45+, no dia
D+7, possivelmente por agéo do supracitado estimulador de colbnia, que aumenta a
liberagdo de neutréfilos maduros do compartimento de reserva da medula éssea
para a circulacdo (HAMMOND et al., 1991), neutrofilos estes que apresentam maior
expressdo de CD45, conforme COMAZZI et al.( 2006).

As percentagens de células CD45+, na medula 6ssea dos cées linfomatosos,
em remissao, submetidos a alta dose de ciclofosfamida seguida de transplante
autdlogo de medula 6ssea (grupo tratado), nos dias D-4, D+7, D+14 e D+28 do

protocolo experimental, estdo apresentadas na tabela 4, e ilustradas na figura 15.

Tabela 4: Valores percentuais individuais, médias e desvios-padrdao obtidos para
contagem de células CD45" na medula dssea em cées tratados (n=7) em diferentes

momentos do periodo experimental. Jaboticabal, 2009.

DIAS
ANIMAIS D-4 D+7 D+14 D+28
T1 77,3 83,7 76,1 86,6
T2 ok 51,4 41,4 67,2
T3 73,8 20,6 74,5 86,3
T4 47 25,2 78,8 39,2
T5 38,5 30,5 33,6 61,8
T6 30,6 42,2 63,6 13,3
T7 41,7 8,1 49,6 **
MEDIA 46,32 25,32 60,02 50,15
DP 16,47 12,56 18,59 31,20

** Amostra perdida
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Figura 15: Comportamento dos valores percentuais individuais e das médias
de células CD45" na medula 6ssea em cées do grupo tratado (n=7) em diferentes

momentos do periodo experimental. Jaboticabal, 2009.

Na tabela 5, estdo apresentados os valores obtidos para as contagens globais
de leucdcitos, bem como valores percentuais e absolutos de células CD 45+ no
sangue periférico em pacientes portadores de linfoma (n=5) e, na figura 16, estédo
estampados os valores absolutos individuais e médias das referidas células CD45"

nos supracitados pacientes em diferentes momentos do periodo experimental.
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Tabela 5: Valores individuais, médias e desvios-padrdo obtidos para contagens

globais de leucdcitos, percentuais e absolutos de células CD45" no sangue periférico

em caes tratados (n=7), em diferentes momentos do periodo experimental.

Jaboticabal, 2009.

L, 0, 0,
D-4  LEUCOCITOS .y, CD45+ DI LEUCOCITOS CDAS+ CD45+
T1 9,3 42,6  3961,8 T1 20,9 71,6  14964,4
T2 8,2 o *x T2 9,9 58 5742
T3 5,9 14,0 826 T3 2,9 9,9 287,1
T4 6,1 37,5 22875 T4 1,6 18,8  300,8
T5 2.4 21,2 5088 T5 13,3 42,4  5639,2
T6 6,3 17,2 1083,6 T6 3,2 5,2 166,4
T7 10,7 36,6  3916,2 T7 4,2 216  907,2
MEDIA 6,99 28,18 2097,32 MEDIA 8,0 32,5  4001,0
DP 2,71 12,13 154842 DP 7,10 2530 544168
** Amostra perdida ** Amostra perdida
] % ] %
D+14 LEUCOCITOS CD45+ CD45+ D+28 LEUCOCITOS CD45+ CD45+
T1 8.8 42,5 3740 T1 8,9 54,4 4841,6
T2 7.8 63,9  4984,2 T2 15,8 39,5 6241
T3 6,7 38,7  2592,9 T3 7.2 30,5 2196
T4 9,7 50,8  4927,6 T4 7,1 355  2520,5
T5 13,6 43,7 59432 T5 15,1 40,5 61155
T6 10,1 25,8 26058 T6 7,3 23,3 1700,9
T7 10,6 48,9  5183,4 T7 13,8 56,9  7852,2
MEDIA 9,61 44,90 428244 MEDIA 10,74 40,09  4495,39
DP 2,22 11,71 1318,99 DP 3,98 12,13 2382,45

** Amostra perdida

** Amostra perdida
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Figura 16: Comportamento dos valores absolutos individuais e das médias de
células CD45" no sangue periférico em cdes do grupo tratado (n=7) em diferentes

momentos do periodo experimental. Jaboticabal, 2009.

ANIMAL T1 (G-CSF: dias D+3 e D+4). A percentagem de células CD45+ na
medula 6ssea manteve-se elevada durante todo o periodo experimental, mas no
sangue periférico houve elevacdo dos valores absolutos no dia D+7, ou seja, trés
dias apods a suspensédo da administracdo do G-CSF, coincidindo com a mais elevada
contagem de leucécitos.

ANIMAL T2 (G-CSF: dias D+4 a D+8). A percentagem de células CD45+ na
medula 0ssea apresentou reducdo no D+14, mas no sangue periférico os valores
absolutos mantiveram-se estaveis e acima da média.

ANIMAL T3 (ndo recebeu o G-CSF). Para este paciente, a mais elevada
percentagem de células CD45+ na medula 6ssea foi observada no dia D+28,
entretanto 0s valores absolutos de tais células no sangue mantiveram-se bem
abaixo da média durante todo o periodo.

ANIMAL T4 (G-CSF: dias D+5 a D+9). A mais elevada percentagem de
células CD45+ na medula 6ssea e valores absolutos das mesmas células no sangue
pode ser observada no dia D+14.

ANIMAL T5 (G-CSF: D-4 e D-3; D+5 a D+9). Na medula éssea verificou-se

elevacdo dos valores percentuais de células CD45+ acima da média somente no
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D+28, em contra partida, no sangue, a partir do D+7 os valores absolutos das
células em questdo estavam acima da média e mostraram comportamento estével
até o D+28.

ANIMAL T6 (G-CSF: dias D+5 a D+9). A percentagem de células CD45+ na
medula 6ssea apresentou aumento no D+14 com acentuada reducdo no D+28. No
sangue periférico os valores absolutos mantiveram-se abaixo da média, com
discreta elevacao no D+14.

ANIMAL T7 (ndo recebeu G-CSF). Na medula Gssea, a mais elevada
percentagem de células CD45+ foi observada no dia D+14, mas mesmo assim
permaneceu abaixo da média. No sangue, os maiores valores absolutos das células
em questao foram constatados no dia D+28.

Em um panorama geral, € possivel observar que os valores encontrados para
CD45+ na medula 6ssea e sangue periférico nos animais do grupo tratado foram
bastante variaveis.

O individuo T1, durante todo o periodo experimental, apresentou elevada
contagem de células CD+45, tanto na medula 6ssea quanto no sangue circulante.

Os dois animais que n&o foram tratados G-CSF (T3 e T7), apresentaram
comportamento das células CD45+ semelhante tanto na medula 6ssea, quanto no
sangue: reducgéo no dia D+7 e aumento no dia D+14.

Na tabela 6 estdo apresentados os resultados da analise de variancia para a
percentagem de CD45+ na medula 0ssea e valores absolutos das referidas células

no sangue dos animais dos grupos controle e tratados.

Tabela 6: Resultados da analise de variancia. Jaboticabal, 2009.

FONTE DE VARIACAO  G.L. VALOR DE p \
CD45 (%) MO*  CD45 (SG)
GRUPO 1 0,0031 0,0266
ANIMAL (GRUPO) 10 - -
MOMENTO 3 0,2779 <0,0001
GRUPO + MOMENTO 3 | 05126 <0,0001
R’ - 0,75 0,81
C.v. - 24,99 57,63

* Valores transformados em arcoseno da raiz quadrada da proporgao;
p<0,05 significativo a 5 %; p<0,01, significativo a 1%; p>0,05, ndo significativo a 5%.
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Para a percentagem de CD45+ na medula 6ssea, verificou-se que nao houve
interacdo grupo X momento, ou seja, 0S grupos tiveram o mesmo comportamento ao
longo do tempo (p=0,5126). Nao houve diferenca significativa entre os momentos

(p=0,2779), mas houve entre os grupos (p=0,0031), como se nota na tabela 7.

Tabela 7: Médias das percentagens de células CD45+ na medula éssea dos

cdes dos grupos controle e tratado. Jaboticabal, 2009.

DIAS
GRUPO D-4 D+7 D+14 D+28
CONTROLE 22,86 10,88 13,33 19,27
TRATADO 46,32 25,32 60,02 50,15 B
70
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Figura 17: Médias das percentagens de células CD45+ na medula 6ssea dos

cées dos grupos controle e tratado. Jaboticabal, 2009.

Para os valores absolutos de células CD45+ no sangue periférico, a interacédo
grupo x momento foi significativa (p<0,0001), ou seja, oS grupos n&o tiveram o
mesmo comportamento ao longo do tempo, como se observa claramente na figura
18.
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Tabela 8: Médias dos valores absolutos de células CD45+ no sangue dos

cées dos grupos controle e tratado. Jaboticabal, 2009.

DIAS
GRUPO D-4 D+7 D+14 D+28
CONTROLE 2683,8 18138,94 3166,74 3611,46
TRATADO 2097,32 4001,01 4282,44 4495,39
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Figura 18: Médias dos valores absolutos de células CD45+ no sangue dos

cées dos grupos controle e tratado. Jaboticabal, 2009.

VI. CONCLUSOES

Nas condicbes em que foi realizado este ensaio, cujo grupo de animais
tratados foi estabelecido a partir da casuistica de um hospital-escola, e que,
portanto, foram mantidos durante toda a experimentagdo em seus domicilios e, com
base nos resultados obtidos, analisados e devidamente interpretados, conclui-se
que:

- a dose utilizada de ciclofosfamida (500mg/m2) ndo foi suficiente para
condicionar adequadamente todos os animais

-alguns animais nao apresentaram leucopenia ap6s o condicionamento e nao

se fez necessaria a utiliza¢do do fator estimulador de colénia
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- novos estudos devem ser realizados para avaliar a recuperacdo medular
sem o emprego do G-CSF ap0ds a alta dose de ciclofosfamida seguida de TMO, bem
como para avaliar a recuperacdo medular com o uso exclusivo de G-CSF ap0s alta
dose de quimioterapia

- nenhum animal apresentou febre ou sepse apds a alta dose de
ciclofosfamida assim, pode-se comprovar o fato de que o uso do filgrastim leva a
reducdes significativas na incidéncia, severidade e duracdo da neutropenia

- a quantificacdo de células CD45+ em sangue e medula 6ssea de cées
normais pode variar de um laboratério para outro, portanto recomenda-se que cada
laboratorio estabelega seus proprios valores de referéncia

- 0 intervalo de sete dias, entre o autotransplante de células hematopoéitcas e
o reinicio da avaliagdo do quadro sanguineo (D+7), revelou-se demasiadamente
longo de tal forma a ndo deixar sobressair possiveis alteracdes da crase leucocitaria,
ja que as alteracdes no leucograma séo verificadas decorridas poucas horas apds o
uso do G-CSF

- 0 aumento na quantidade de células CD45+ na medula 0ssea de caes
tratados deveu-se aos efeitos combinados do autotransplante de células
hematopoéticas e a acdo do G-CSF

- animais higidos apresentaram aumento no numero de células CD45+ e
leucocitos no sangue, durante exposicdo ao filgrastim, em funcdo da acéo

estimuladora de colbénia de granulécitos do referido farmaco.
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APENDICE A: Valores de referéncia para hemograma de cées. Jaboticabal, 2009.

PARAMETRO VALOR
Hemacias (x10°/uL) 5,5-8,0
Hemoglobina (g/dL) 12,0 -18,0
Hematocrito (%) 37-55
VCM (fL) 60 - 77
CHCM (g/dL) 31-34
Plaquetas (x10%/pL) 180 - 400
Leucocitos (x10%/pL) 6-18
Basofilos (céls/uL) 0
Eosinofilos (céls/pL) 120 - 1800
Bastonetes (céls/pL) 0-500
Segmentados (céls/uL) 3600 - 13800
Linfécitos (céls/uL) 720 - 5400
Mondcitos (céls/pL) 180 - 1800

Fonte: LPCV - Hospital Veterinario da FCAV/UNESPJaboticabal.

APENDICE B: Valores de referéncia para contagens totais de leucécitos e formulas

leucocitarias relativa e absoluta. Jaboticabal, 2009.

PARAMETROS VALORES(;);ELATIVOS VALORE(?é,IASI?uSL(;LUTOS
Leucécitos ok 6000 — 18000
Basofilos 0 0
Eosindfilos 2-10 120 - 1800
Bastonetes 0-3 0-500

Segmentados 60-77 3600 — 13800
Linfécitos 13-30 720 - 5400
Mondcitos 3-10 180 — 1800

Fonte: LPCV - Hospital Veterinario da FCAV/UNESPJaboticabal.
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APENDICE C: Protocolo quimioterapico de Madison-Wisconsin (M-W). Jaboticabal,

2009.

Semanas  Vincristina L-asparaginase Ciclofosfamida Doxorrubicina Prednisona

Inducéo
0,75 mg/m*
1 X
2 -
3 X
4 -
6 X
7 -
8 X
9 -
Manutenc¢éo
11 X
13 -
15 X
17 -
19 X
21 -
23 X

25 -

400 Ul/kg
X

250 mg/m®

X

30 mg/m*

2,0 mg/kg/dia
1,5 mg/kg/dia
1,0 mg/kg/dia
0,5 mg/kg/dia
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APENDICE D - Informag6es referentes ao Animal 1 do grupo tratado, no momento
do diagnéstico do linfoma e ao longo do protocolo quimioterapico de M-W, antes do
TMO.

Tabela D1: Informacfes gerais obtidas no momento do diagndstico do linfoma

referentes ao Animal 1 do grupo tratado. Jaboticabal, 2009.

Raca Rottweiler
Idade (anos) 3,5
Sexo Fémea
Peso (kg) 34,3

Hiporexia, apatia,
emagrecimento progressivo,
presenca de um nédulo
cutaneo em regido cervical

Sinais clinicos

Tempo de evolucéo Um ano
Método Diagnodstico CAAF do nédulo cuténeo
CIassqﬁc::_u;ao Cutineo
anatbmica
Estadiamento clinico Vb
~ Sem comprometimento dos
Observactes .
linfonodos

Tabela D2: Evolugéo clinica do Animal 1 grupo tratado ao longo do tratamento.
Jaboticabal, 2009.

- . Evolucéo ~
Semana da quimioterapia clinica Observacgdes
S1 - -
S2 DE Suspenséo da quimioterapia devido a
leucopenia (2,8 leucécitos x10%/pL)
Lo 0
s3 RC Diminuicdo em 100% da massa
tumoral
S4 RC -
S5 RC Apatia e hiporexia
S6 - Intervalo do protocolo quimioterapico
S7 RC Apatia e hiporexia
S8 RC -
S9 RC -
S10 RC -
S11 - Intervalo do protocolo
S12 RC -
S13 RC Avaliagéo pré-TMO
S14 RC TMO autdlogo

* S: semana do protocolo quimioterapico; DE: doenca estavel; RC: remissdo completa.
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APENDICE E - Informagdes referentes ao Animal 2 do grupo tratado, no momento
do diagnéstico do linfoma e ao longo do protocolo quimioterapico de M-W, antes do
TMO.

Tabela E1: Informacdes gerais obtidas no momento do diagnostico do linfoma

referentes ao Animal 2 do grupo tratado. Jaboticabal, 2009.

Raca SRD
Idade (anos) Seis
Sexo Fémea
Peso (kg) 39

Hiporexia, dificuldade respiratéria e aumento de

Sinais clinicos )
volume abdominal

Tempo fje Dois dias
evolucéo
Exame citopatologico de liquido pericardico. Exame
Método radiografico (aumento de area cardiaca e presenca de
Diagnostico liquido no pericérdio). Exame ecocardiogréfico

(presenca de uma massa no ventriculo esquerdo)

Classificagao Extranodal (cardiaco)

anatémica
Estadiamento
g Vb
clinico
Sem comprometimento de linfonodos. Analise
~ citoscopica das efusbes pleural e abdominal revelou
Observacbes

componente inflamatdrio (pleurite e peritonite,
respectivamente)




Tabela E2: Evolugéo clinica do Animal 2 do grupo tratado ao longo do tratamento.
Jaboticabal, 2009.

Semana da quimioterapia qull._l(;ao Observactes
clinica
S1 - -
S2 DE -
S3 DE -
Desaparecimento da massa tumoral
S4 RC cardiaca e auséncia de efusfes
pericardica, pleural e abdominal
S5 - Intervalo do protocolo quimioterapico
S6 RC -
S7 RC -
S8 RC -
S10 RC Avaliagéo pré-TMO
S11 RC TMO autdlogo

* S: semana do protoloco quimioterapico; DE: doenca estavel; RC: remissdo completa.
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APENDICE F — Informac6es referentes ao Animal 3 do grupo tratado, no momento
do diagnéstico do linfoma e ao longo do protocolo quimioterapico de M-W, antes do
TMO.

Tabela F1: Informagfes gerais obtidas no momento do diagnostico do linfoma
referentes ao Animal 3 do grupo tratado. Jaboticabal, 2009.

Raca Rottweiller
Idade (anos) Nove
Sexo Macho
Peso (kg) 35,5

Presenca de diversos nddulos cutaneos nas regiées

Sinais clinicos .
do pescogo e membro toréacico esquerdo.

Tempo fje 15 dias
evolucéo
. Metpd(_) CAAF dos nédulos cutaneos
Diagnoéstico
Classq‘lcgc;ao Cutaneo
anatbmica
Estadiamento
Va

clinico
Observacbes Sem comprometimento de linfonodos
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Tabela F2: Evolugéo clinica do Animal 3 do grupo tratado ao longo do tratamento.

Jaboticabal, 2009.

Semana da

quimioterapia

S1
S2
S3

S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10

S11

Evolucéo

clinica

DE
RP

RP
RP
RP
RP
RP
RP

RP

Observacbes

Desaparcimento dos nédulos cutédneos com excecédo
daquele localizado no membro toracico
Quadro de diarréia e vomitos apds a quimioterapia.

Intervalo do protocolo quimioterapico

Avaliagdo pré-TMO. Ao exame ultra-sonogréfico
verificou-se a presenca de multiplos cistos prostaticos
TMO autélogo. Extirpagéo cirdrgica do nddulo cutaneo

e posterior andlise histopatoldgica

* S: semana do protocolo quimioterapico; DE: doenca estavel; RP: remisséo parcial.
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APENDICE G - Informagdes referentes ao Animal 4 do grupo tratado, no momento
do diagnéstico do linfoma e ao longo do protocolo quimioterapico de M-W, antes do
TMO.

Tabela G1: Informacdes gerais obtidas no momento do diagndstico referentes ao

Animal 4 do grupo tratado. Jaboticabal, 2009.

Raca SRD
Idade (anos) Oito anos e 10 meses
Sexo Macho
Peso (kg) 28,8

Sinais clinicos  Presenca de trés nédulos cutaneos no flanco esquerd.

Tempo de
x Um ano
evolucédo
Método Exame histopatolégico de nédulo cutaneo retirado ha
Diagndstico um ano e CAAF dos nédulos cutaneos atuais
CIaSS|f|c§1(;ao Cutaneo
anatbmica
Estadiamento
Va

clinico

Animal havia sido tratado anteriormente por colega
Observacgdes veterinario com as drogas prednisona e vincristina
encontrava-se na segunda recidiva da doenca




61

Tabela G2: Evolugdo clinica do Animal 4 do grupo tratado ao longo do tratamento.

Jaboticabal, 2009.

Semanas da
quimioterapia
S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8

S9
S10

Si11

S12
S13

S14

Evolucéo
clinica
RC
RC
RC
RC
RC
RC

RC
Recidiva

RC

RC
RC

RC

Observacbes

Quadro de diarréia.

Hematuria

Intervalo do protocolo quimioterapico

Hiporexia

Quimioterapia realizada na cidade de residéncia do
proprietario em decorréncia dos feriados de final de ano
Suspensao da quimioterapia devido a leucopenia
Surgimento de novos nédulos cutaneos

Reinducdo da remissdo com Lomustina (80mg/m?).
N&o foi realizada quimioterapia

Avaliacéo pré-TMO. Leucopenia (2,3 x10°
leucdcitos/pL). Iniciou uso do Filgrastim (5ug/kg/SID)
por quatro dias.

TMO autélogo.

* S: semana do protocolo quimioterapico; DE: doenca estavel; RC: remissdo completa.
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APENDICE H — Informac6es referentes ao Animal 5 do grupo tratado, no momento
do diagnéstico do linfoma e ao longo do protocolo quimioterapico de M-W, antes do
TMO.

Tabela H1: Informagdes gerais obtidas no momento do diagnostico do linfoma referentes ao
Animal 5 do grupo tratado. Jaboticabal, 2009.

Raca Labrador
Idade (anos) 6,5
Sexo Macho
Peso (kg) 29
T Hiporexia, aumento dos linfonodos submandibulares e
Sinais clinicos .
popliteos
Tempo ~d N Um més
evolucéao
Método

Di O CAAF dos linfonodos submandibulares e popliteos
iagndstico

Classificacédo

o Multicéntrico
anatdomica

Estadiamento
clinico
Observacgdes -

lla

Tabela H2: Evolucéo clinica do Animal 5 do grupo tratado ao longo do tratamento.
Jaboticabal, 2009.

Semanas da Evolucéo clinica Observactes

quimioterapia

S1 - -
S2 RC -
S3 RC -
S4 RC -
S5 - Intervalo do protocolo quimioterapico
S6 RC -
S7 RC -
S8 RC -
S9 RC -
S10 RC Avaliagéo pré-TMO
S11 RC TMO autélogo

* S: semana do protocolo quimioterapico; DE: doenga estavel; RC: remissdo completa.
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APENDICE |- Informag6es referentes ao Animal 6 do grupo tratado, no momento do
diagnostico do linfoma e ao longo do protocolo quimioterapico de M-W, antes do
TMO.

Tabela I1: Informacdes gerais obtidas no momento do diagnéstico do linfoma

referentes ao Animal 6 do grupo tratado. Jaboticabal, 2009.

Raca Cocker Spaniel
Idade (anos) Nove
Sexo Fémea
Peso (kg) 13,1
o Presenca de um nédulo na orelha esquerda de cerca
Sinais clinicos
delcm
Tempo fj N Trés meses
evolucéo
Método Exame histopatoldgico do nédulo cutaneo apos
Diagndéstico excisdo cirdrgica do mesmo
Classqlcgc;ao Cutineo
anatdbmica
Estadiamento
g Va
clinico
~ Histdrico de tumor mamario e mastectomia total ha um
Observacgdes

ano

Tabela 12: Evolucgdo clinica do Animal 6 do grupo tratado ao longo do tratamento.
Jaboticabal, 2009.

Semanas do protocolo Evolucéo Observacdes
quimioterapico clinica
S1 - Otite ouvido direito.
S2 RC Quadro de apatia apds a quimioterapia
anterior.
S3 RC -
S4 RC -
S5 - Intervalo do protocolo.
S6 RC -
S7 RC -
S8 RC -
S9 RC -
S10 RC Avaliagcéo pré-TMO.
S11 RC TMO autélogo.

* S: semana do protocolo quimioterapico; DE: doenca estavel; RC: remissdo completa.
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APENDICE J — Informagdes referentes ao Animal 7 do grupo tratado, no momento
do diagnéstico do linfoma e ao longo do protocolo quimioterapico de M-W, antes do
TMO.

Tabela J1: Informacdes gerais obtidas no momento do diagnéstico do linfoma

referentes ao Animal 7 do grupo tratado. Jaboticabal, 2009.

Raca Golden Retriever
Idade (anos) Trés
Sexo Fémea
Peso (kg) 35

Hiporexia, apatia, aumento de linfonodos

Sinais clinicos . .
submandibulares e popliteos

Tempo de
evolucédo

Método
Diagndéstico

Uma semana

CAAF dos linfonodos e medula 6ssea

Classificacéo Multicéntrico

anatdbmica
Estadiamento
g Vb
clinico
~ Infiltrac@o de células linfomatosas na medula 6ssea e
Observacgdes

no sangue periférico

Tabela J2: Evolugéo clinica do Animal 7 do grupo tratado ao longo do tratamento.
Jaboticabal, 2009.

Semanas da quimioterapia Evolucéo clinica Observacbes
S1 - -
S2 DE -
S3 RC -
S4 RC -
S5 - Intervalo do protocolo
S6 RC -
S7 RC -
S8 RC -
S9 RC -
S10 RC Avaliacdo pré-TMO
S11 RC TMO autélogo

*S: semana do protocolo quimioterapico; DE: doenca estavel; RC: remissédo completa.
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