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CONSIDERAGOES GERAIS

Linfoma canino
Definigao

O linfoma é definido como uma proliferacdo de células linféides malignas, originarias
do tecido linféide como linfocitos, histidcitos, seus precursores e derivados, que
primariamente afetam linfonodos ou 6rgaos viscerais solidos como figado e bagco (COTRAN
et al., 1994; VAIL, 2000).

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, chegando a
representar 7 a 9% das neoplasias malignas nesta espécie (RALLIS et al., 1992;
MORRISON, 1998; VAIL, 2000).

Etiologia

A etiologia do linfoma canino é multifatorial, porém a presenga de agentes virais nao
foi comprovada na espécie canina, ao contrario do que acontece nos seres humanos, felinos,
bovinos, roedores, aves e alguns primatas. Fatores ambientais como exposi¢do crénica a
substancias quimicas, como o herbicida 2,4 acido fenoxiacético, sdao citados como
predisponentes ao desenvolvimento de linfoma em caes. Por outro lado, em caes de ragas
puras, a predisposi¢ao genética para este tipo de neoplasia pode existir (GREENLE et al.,
1990; VALLI, 1993; JONES et al., 1997, MORRISON, 2005).

Predisposigao

Os animais portadores de linfoma pertencem predominantemente as ragcas de grande
ou médio porte, como Boxer, Basset hound, Rottweleir, Cocker Spaniel, Sdo Bernardo,
Golden Retrievier, entre outros (SEQUEIRA ET AL.,1999; COUTO, 2006).

Alguns autores afirmam que os animais da raga Boxer representam a maior parcela de

caes acometidos por linfoma, sugerindo uma predisposi¢cao genética desta ragca (FORNEUL-
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FLEURY et al., 1997; SOZMEN et al., 2005). Porém, a predisposi¢éo racial neste tipo de
neoplasia ainda € um assunto controverso (MOULTON & HARVEY, 1990). Quanto ao sexo,
Moulton & Harvey (1990) consideram que ndo ha influéncia do sexo e Van Pelt & Connor
(1968) afirmam que a maior ocorréncia se da em fémeas. Porém, a maioria dos autores
relata predominancia de linfomas em machos, sendo que estes respondem por 68% dos
casos de linfoma (RALLIS et al.,, 1992; DOBSON & GORDON, 1994; SEQUEIRA et al.,
1999). Quando se analisa a predisposicdo de sexo com realgao a origem celular do linfoma,
observa-se que nado ha predilecédo de sexo nos animais com linfoma de origem T, mas ha
uma alta prevaléncia de machos com relacdo as fémeas nos linfomas de origem B.
(SOZMEN et al., 2005) Quanto a idade, o linfoma canino ¢ mais freqlientemente observado
em animais adultos e velhos, podendo ocorrer em animais muito jovens (MOULTON &
HARVEY, 1990; VALLI, 1993; SEQUEIRA et al., 1999). S6zmen et al. (2005), relatam que os
caes acometidos por linfoma de origem celular T tem idade média de 7,9 anos, enquanto que

aqueles acometidos por linfoma de origem celular B tem idade média de 8,4 anos.
Classificagao

O linfoma canino apresenta caracteristicas semelhantes ao linfoma nao-Hodgkin
humano, podendo assim ser classificado anatomicamente em multicéntrico, timico, digestivo,
cutdneo e solitario; cuja a forma mais prevalente em caes € a forma multicéntrica
(MOULTON & HARVEY, 1990). Os sinais clinicos variam de acordo com a apresentagéo
anatdmica e histolégica (COUTO, 2006). No linfoma multicéntrico normalmente ocorre
linfadenopatia bilateral dos linfonodos superficiais (DOBSON & GORMAN, 1993) e pode
ocorrer hepatomegalia e esplenomegalia decorrentes da infiltragdo neoplasica (VAIL, 2000).
A forma digestiva é caracterizada pela presenga de neoplasia no sistema digestorio e/ou nos
linfonodos mesentéricos, e apresenta como sinais clinicos mais frequentes vémito, diarréia e
esteatorréia secundarios a sindrome da ma absorcdo (RICHTER, 1992). A forma
mediastinica envolve o timo e/ou os linfonodos mediastinais craniais e caudais. A poliuria e a
polidipsia, sdo os sinais clinicos mais comuns e sao secundarios a hipercalcemia, uma
sindrome paraneoplasica do linfoma. Além disso, sinais clinicos como intolerancia ao
exercicio, taquipnéia, dispnéia, regurgitacdo e anorexia, também sdo descritos em

decorréncia da compressao provocada pela linfoadenopatia mediastinica (CARDOSO et al.,
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2004). Ja a apresentacao cutanea do linfoma € variavel e guarda relagédo com a classificagéo
histologica e imunomorfolégica. As lesdes geralmente sdo multifocais ou generalizadas, em
forma de placas ou noddulos ulcerados e eritrodermia esfoliativa (SCOTT et al., 1995). A
forma mista e a extranodal podem acometer qualquer tecido corporal e os sinais estardo

relacionados com os 6rgaos acometidos (CARDOSO et al., 2004).

Quanto a classificagéo citomorfolégica podem ser de alto, médio ou baixo grau, sendo
a maioria dos casos em céaes constituidos de linfomas de alto grau. E, quanto a
imunofenotipagem, podem ser classificados em linfomas T, linfomas B e linfomas nao T/ ndo
B, e linfomas mistos (B/ T), sendo a maioria dos casos classificados como linfomas B
(MOULTON & HARVEY, 1990; TESKE et al., 1994; JONES et al., 1997; DE MOURA et al.,
1999; SEQUEIRA et al., 1999).

O linfoma, em cées, pode ser classificado em diferentes estadios clinicos durante sua
evolugcdo, que compreendem a extensdo da doenga em outros 0Orgdos, presenca de
sindromes paraneoplasicas e sinais clinicos (DAY, 1995; DE MOURA & SEQUEIRA, 1999).
Este estadiamento auxilia na determinagcdo do progndstico do animal com linfoma, sendo
importante para estabelecer um diagndstico mais preciso e precoce, permitindo um
tratamento adequado e uma melhora na taxa de sobrevida dos animais portadores de
linfoma (MORENO & BRACARENSE, 2007). Tal estadiamento segue o protocolo proposto
pela Organizagédo Mundial da Saude (OMS) e tem uma variagao de estadio de | a V, sendo
que no estadio | ha envolvimento limitado a um unico linfonodo ou tecido linféide de um unico
orgao (exceto medula éssea). No estadio Il ha envolvimento de varios 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 6rgaos (OWEN, 1980). A maioria dos animais apresenta-se no estadio Ill ou IV da
doenga no momento da avaliagdo clinica (DAY, 1995; DE MOURA & SEQUEIRA, 1999).
Além disso, o linfoma pode ser classificado em subestadios de acordo a presenga de sinais
clinicos, sendo classificado em sub-estadio “a” quando n&do ha sinais clinicos da doencga, e

em “b” quando ha sinais clinicos de linfoma (VAIL, 2000).
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Diagnéstico

O diagndstico do linfoma € baseado no exame fisico e nas avaliagdes hematoldgicas,
bioquimico-séricas e exames radiolégicos e ultrassonograficos. Porém, o diagnostico
definitivo sé pode ser firmado pela avaliagao citolégica ou histologica do 6rgao afetado. Na
medicina veterinaria, ha tempos a citologia tem sido aceita como técnica confiavel para o
diagnéstico de linfoma canino (CARTER et al., 1986; CARTER & VALLI, 1988). Embora o
diagnéstico citologico seja facil de ser obtido, este ndo permite diferenciar os varios tipos de
linfossarcoma (FAN & KITCHELL, 2002; COUTO, 2006) e raramente fornece uma conclusao
decisiva (OGILVIE & MOORE, 1995), recomendando-se um procedimento histoldégico que
pode ser conclusivo (OGILVIE & MOORE, 1995; VAIL & OGILVIE, 1998). Mas estudos
recentes revelam a importancia da citologia por agulha fina no diagnéstico de linfoma nao-
Hodking, principalmente quando aliada a imunofenotipagem pela citometria de fluxo
(SOZMEN et al., 2005)

Tratamento

Sem tratamento, muitos caes vao a obito em quatro a seis semanas (MACEWEN &
YOUNG, 1996). No entanto, o linfoma 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 duragdo e
qualidade de vida do paciente (OGILVIE & MOORE, 1995).

A poliquimioterapia € a modalidade mais utilizada e eficaz no tratamento de cdes com
linfoma (DHALIWAL et al.,, 2003) e é constituida de trés etapas: indugédo da remissao,
manutencdo da remissao e reindugcdo da remissdo ou terapia de resgate (MACEWEN &
YOUNG, 1996).

O protocolo quimioterapico COP (combinacgéo de ciclofosfamida, sulfato de vincristina
e predinisona) € um dos tratamentos para o linfoma canino, e esta descrito na literatura ha
mais de 20 anos (MYERS Ill et al.,, 1997), porém apresenta efeitos colaterais tais como
infertilidade, alopecia e pigmentacdo da pele (FRAZIER & HAHN, 1995) além de
mielossupressao e disturbios gastrointestinais (KOCHEVAR & MEALEY, 1997; KITCHELL &
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DHALIWAL, 2000). Um outro protocolo, o de Madison-Wiscosin (vincristina, L-asparaginase,
prednisona, ciclofosfamida e doxorrubicina), apesar de apresentar efeitos colaterais, é capaz
de promover a mais longa remissao e tempo de sobrevivéncia para caes com linfoma, sendo,
desta forma, um dos protocolo mais empregados no tratamento dessa neoplasia em caes
(CHUN et al, 2000; MORRISON, 2005).

Dentre os farmacos utilizados no protocolo de Madison-Wisconsin, esta a vincristina,
um alcaldide vegetal derivado da vinca, que atua interrompendo a metastase, ligando-se as
proteinas dos microtubulos necessarias a formagao dos fusos mitéticos e mitose celular
(KOCHEVAR & MEALEY, 1997; RODASKI & DE NARDI, 2008). A vincristina pode provocar
como efeitos colaterais hematolégicos, a mielossupressao, caracterizada por discreta
leucopenia, as vezes acompanhada de anemia e trombocitopenia. Esta toxicidade pode ser
maior quando este farmaco € associado a L-asparaginase (RODASKI & DE NARDI, 2008). A
L-asparaginase é 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 neoplasicas, que sao incapazes de produzir a
asparagina endogena. Esta enzima raramente provoca depressdo medular, mas inibe a
funcao dos linfécitos T e B, além de poder levar os caes a hepatotoxicose com aumento dos
niveis séricos de enzimas como alanina-aminotransferase e aspartato-aminotransferase,
bilirrubina e albumina sérica (RODASKI & DE NARDI, 2008).

A prednisona, um corticosterdide utilizado nas primeiras quatro semanas do protocolo
de Madison-Wisconsin, induz os linfécitos normais a apoptose, exercendo efeitos citoliticos
em neoplasias linféides (KOCHEVAR & MEALEY, 1997; LANORE & DELPRAT, 2004; FAN &
LORIMIER, 2005). E um horménio que atua em um receptor celular especifico e em células
sensiveis, causando cisdo do DNA, prevenindo a divisdo celular (RODASKI & DE NARDI,
2008). Como alteragbes hematoldgicas classicas causadas por sua utilizagdo incluem-se
neutofilia, 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 hepaticas alanina aminotransferase e fosfatase alcalina
(DILLON et al., 1980).
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A ciclofosfamida, outro farmaco que constitui o protocolo de Madison-Wisconsin, é
uma mostarda nitrogenada classificada como agente alquilante que atua inibindo a sintese e
divisdo do DNA e, possui um ciclo celular ndo especifico. Um de seus efeitos toxicos € a
mielossupressao, principalmente com neutropenia, trombocitopenia e com menor frequéncia,
anemia nao regenerativa nos casos dos animais em terapia cronica (BARGER & GRINDEM,
2000; RODASKI & DE NARDI, 2008).

A doxorrubicina, que completa o protocolo, € um antibiético antitumoral (antraciclina)
derivado de culturas de Streptomyces peucetius, variedade caesius, sendo um
quimioterapico inibidor da transcriptase reversa do RNA polimerase, impedindo a sintese do
DNA e RNA como agente ciclo celular ndo especifico. Como efeitos colaterais pode
apresentar leucopenia, anemia e trombocitopenia, além de cardiotoxicidade e outros
(RODASKI & DE NARDI, 2008).

Independente do protocolo quimioterapico utilizado, a toxicidade hematolégica é um
fator limitante, e é a toxicidade mais frequente e mais grave. Pode comprometer a
quimioterapia de maneira transitéria ou definitiva, e esta relacionada ao risco potencial de
morte do animal em decorréncia de neutropenia séptica (LANORE & DELPRAT, 2004).

A neutropenia é a mais freqlente e mais grave das citopenias induzidas pela
quimioterapia. O nadir de neutrofilos, momento no qual o numero de granuldcitos € o mais
baixo apdés uma sessao de quimioterapia, € geralmente constatado uma semana apds o
inicio do tratamento e persiste por trés a cinco dias, pois em pouco menos de duas semanas,
a medula passa por uma fase de recuperagao e a populagao de neutrofilos se reestabelece
(LANORE & DELPRAT, 2004).

Os transplantes autélogos tém se mostrado excelente coadjuvante no tratamento de
doengas malignas que tenham recidiva ou sejam de alto risco como o linfoma ndo-Hodgkin,
pois restabelecem a hematopoese normal apds a quimioterapia mieloablativa. Desta forma, o
transplante autélogo tem sido amplamente utilizado para o tratamento do linfoma humano
(BENBOUBKER et al., 2002)
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FRIMBERGER et al. (2000) realizaram quimioterapia em doses elevadas seguida de
transplante autdlogo de medula éssea em caes com linfoma. Foi obtido tempo de remissao
médio 10% maior que os cées tratados com quimioterapia convencional. Nos animais
tratados, a remissé&o foi induzida com quimioterapia convencional, seguida de dose unica de

ciclofosfamida (500 mg/m?) e, infusdo de medula 6ssea autdloga.

A ciclofosfamida pode substituir a irradiacdo corpérea total no preparo de caes para
transplante de medula 6ssea, autélogo ou alogénico (THOMAS & STORB, 1999). A dose
maxima tolerada de ciclofosfamida a ser utilizada em cées com linfoma submetidos ao
transplante autélogo de medula éssea foi de 500 mg/m?, sendo que também foram utilizadas
as dosagens de 300 e 400 mg/m? (FRIMBERGER et al., 2006).

Prognéstico

O progndstico nos casos de linfoma canino guarda relagédo direta com o sub-estadio
estabelecido pela Organizagcdo Mundial de Saude e, desta forma, tem sido observado que
animais com sinais clinicos de linfoma, no sub-estagio “b” tém progndstico reservado,
enquanto que, com relacdo a caracterizacdo imunofenotipica dos linfécitos, tumores

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

Citometria de fluxo e sua aplicagao clinica

A citometria de fluxo € uma tecnologia baseada no emprego de radiagao laser, fluxo
hidrodindmico, 6tica, substancias fluorescentes (fluorocromos), recursos de informatica,
utiizada para determinar algumas caracteristicas estruturais e funcionais de particulas
biolégicas em suspens&o, como varios tipos de células, protozoarios, bactérias e outros
(NGUYEN et al, 2007).

E uma técnica com ampla aplicacdo na hematologia veterinaria, incluindo a
identificacdo de precursores hematopoéticos, contagens celulares diferenciais da medula
O0ssea, quantificacdo de reticuldcitos, pesquisa de eritroparasitas, detec¢cdo de anticorpos

anti-eritrocitarios, contagem diferencial de leucdcitos, imunofenotipagem de linfocitos e
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contagem de plaquetas reticuladas (FALDYNA et al., 2001; NAKAGE et al., 2005). Desta
forma, permite o estudo da hematopoese, a classificagdo dos tipos celulares do sistema
imune, e analise do processo dindmico acompanhando a atividade da resposta imune
(LANYER, 2002).

O citbmetro de fluxo € um separador de células ativado por fluorescéncia (FACS —
Fluorescence Activated Cell Sorter) que mede a intensidade de fluorescéncia de cada célula.
Assim, identifica e quantifica as células, com base no tamanho relativo da célula (Forward
scatter — FSC), granularidade ou complexidade interna da célula (Side Scatter — SSC) e, na
intensidade de fluorescéncia (GRINDEM, 1996; ROITT et al., 1999).

A avaliacdo da intensidade de fluorescéncia se da por intermédio da utilizagcdo de
anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos especificos para determinados
marcadores de superficie celular (GRINDEM, 1996).

Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais sdo os marcadores de escolha devido a sua
especificidade, reagdo cruzada minima e reprodutibilidade (KEREN, 1994). O termo CD
(Cluster Differentiation = denominagdo de grupamento) € utilizado para denominar os
anticorpos monoclonais criados em diferentes laboratorios, e em diferentes partes do mundo,

contra antigenos leucocitarios humanos (ROITT et al., 1999).

Para classificar os anticorpos monoclonais de diversos animais domésticos incluindo
caes (COBBOLD & METCALF, 1994), suinos (SAALMULLER, 1996), equinos (LUNN et al.,
1996) e ruminantes (NAESSENS et al., 1997), alguns Workshops tém sido organizados para
designar a estes anticorpos uma nomenclatura correspondente a humana. 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 cades e gatos estdo disponiveis
comercialmente (BYRNE et al., 2000).

No “Primeiro Workshop Internacional de Antigeno Leucocitario Canino” (FIRST CLAW —

First Canine Leukocyte Antigen Workshop), ocorrido em Cambridge U.K. em 1993, foram
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definidos os anticorpos monoclonais que marcam os antigenos leucocitarios caninos
(COBBOLD & METCALFE, 1994). No qual o CD5 foi definido como principal marcador de
superficie para células linfocitarias pan-T caninas, o CD4 como marcador de linfécitos T
auxiliares e o CD8 como marcador de linfocitos T citotoxicos (COBBOLD & METCALFE,
1994).

De acordo com BYRNE et al. (2000), os linfocitos B de caes, diferentemente daqueles
de humanos e de roedores, ndo expressam CD5. Portanto, o CD5 canino deve ser utilizado
como marcador para células pan-T.

Os linfocitos T tém sido mais extensivamente estudados com respeito a expressao
diferencial de antigenos. A maioria dos linfécitos T, é identificado pela expressdo dos
antigenos CD4 e CD8 (LANIER, 2002).

No cdo o CD4 ¢é expresso pelo MHC de classe Il restrito a células T-helper. Os
neutrofilos caninos podem expressar CD4 e isto difere os neutréfilos caninos dos neutréfilos
de outras espécies. Mondcitos, macréfagos e células dendriticas também podem expressar
este antigeno em algumas situagdes. O CD5 é expresso por células T maduras, timdcitos e
algumas células B. Nas células T maduras, o CD5 atua como co-estimulador de receptor de
sinais. O CD8 é expresso pelo MHC de classe | restrito a células T-citotoxicas, porém
algumas células NK podem expressar o CD8. Ja o CD 21 é expresso por células B maduras
e células dendriticas foliculares no centro germinativo (VERNAU, 2004).

Aproximadamente 10% da superficie dos linfécitos T encontra-se recoberta pela
molécula CD45. Esta molécula tem uma funcdo no controle da transdugédo do sinal pelos
receptores de célula T. ldentificaram-se varias formas diferentes de CD45. As células T
virgens possuem uma forma de CD45, e as células T estimuladas e de memdria possuem
uma forma diferente (TIZARD, 2002)

Imunofenotipagem de Linfécitos

Os linfocitos sao células responsaveis pelo reconhecimento de antigenos estranhos e
pela montagem de respostas imunes. Encontram-se espalhados por todo o corpo,
principalmente nos linfonodos, bago e medula 6ssea. Apesar de sua aparéncia uniforme,
constituem uma mistura diversa de populagdes celulares, cada uma delas com propriedades
e fungdes caracteristicas (TIZARD, 2002).
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As células T constituem a populagdo predominante de linfécitos circulantes que se
desenvolvem dentro do timo e distribuem-se pelos linfonodos paracorticais e pela bainha
esplénica periarteriolar. Além disso, podem ser classificadas em citotdxicas, auxiliares ou de
memoria. Ja as células B, constituem uma pequena populagdo de linfécitos circulantes
responsaveis pela expressdo de imunoglobulinas, e desenvolvem-se na medula éssea, bursa
e placas de Peyer e distribuem-se pelos linfonodos do cortex e foliculos esplénicos. As
células NK, células exterminadoras naturais, constituem uma terceira populacao distinta de
linfécitos que ndo demonstram propriedades nem de células T e nem de células B e, séo
encontradas em pequeno numero no sangue e distribuem-se largamente por todos os érgaos
linféides (LAYNER, 2002; TIZARD, 2002).

Embora as populacdes linfocitarias ndo possam ser identificadas através de suas
estruturas, € possivel identifica-las com base nas suas proteinas de superficie celular
caracteristica, ou seja, pela imunofenotipagem (LAYNER, 2002; TIZARD, 2002).

Segundo Byrne et al. (2000), a analise dos linfécitos pela citometria de fluxo deve ser
acompanhada pelas contagens totais e diferenciais de células leucocitarias e
subsequentemente, os numeros absolutos das subpopulagdes linfocitarias sdo determinados
utilizando-se as porcentagens da citometria de fluxo, os valores totais de leucdcitos e a
contagem relativa de linfocitos.

E importante conhecer a distribuicdo normal das subpopulagdes de linfocitos em
animais sadios para aplicar a citometria de fluxo e utiliza-la na identificacdo de doencas,
monitorar seu progresso, auxiliar no prognéstico e no tratamento (BYRNE et al., 2000).

As desordens mieloproliferativas e linfoproliferativas também podem ser identificadas
e classificadas com auxilio da citometria de fluxo (WEISS, 2001).

A quantidade de células presentes na medula 6ssea é um fator importante no sucesso
do transplante, uma vez que as subpopulacgdes de linfocitos do doador mediam um delicado
balango entre rejeicdo e desenvolvimento da doenga do enxerto-versus-hospedeiro apds o
transplante alogénico de células-tronco. Portanto, a analise das subpopulacdes linfocitarias
com auxilio da citometria de fluxo é fundamental para o monitoramento do paciente apés o
transplante (ROCHA et al., 2001).
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A imunofenotipagem de linfocitos € uma aplicagdo comum da citometria de fluxo em
imunoematologia de seres humanos, e tem sido utilizada para estudar os efeitos de doencgas
e modificagdes do sistema imune nas populagdes de linfocitos. Na medicina veterinaria, a
imunofenotipagem é de uso recente e permite a avaliagdo da apoptose, progressao das
infeccdes pelos virus da Imunodeficiéncia Felina e da Leucemia Felina, resposta aos
transplantes de érgdos em modelos caninos e resposta imune as infecgbes (BYRNE et al.,
2000).

A imunofenotipagem de linfocitos aplicada ao linfoma

Na medicina veterinaria, bem como na humana, uma das mais importantes aplicacées
da imunofenotipagem € a diferenciacdo de leucemia e linfomas em linféides e nao linfoides
(DEAN, 2000)

Amostras ou aspirados com agulhas finas de linfonodos ou outros tecidos, assim
como sangue e medula 6ssea, tém sido freqlentemente analisados para o diagndstico e
classificagao de linfomas e leucemias (JENNINGS & FOON, 1997).

A imunofenotipagem é um meio auxiliar poderoso, juntamente com a citologia
aspirativa por agulha fina no diagndstico de linfoma, podendo poupar o paciente de um
procedimento cirurgico caro (JENNINGS & FOON, 1997). Na ultima década tem sido uma
ferramenta indispensavel no diagnostico de linfoma em humanos (CULMSEE, 2001). De
Moura et al. (2001) estudando o imunofenétipo de linfécitos de caes com linfoma, concluiram
que esta neoplasia revela uma heterogenicidade que nao pode ser avaliada pela
histopatologia classica. Sendo assim, o conhecimento do imunofendtipo das células
neoplasicas, permite uma correlagado entre o comportamento clinico do tumor e sua resposta

a quimioterapia.

A identificagdo do imunofendtipo das células linfomatosas utilizando-se de anticorpos
monoclonais contra as glicoproteinas de superficie das células (CD), permite diferenciar as
neoplasias de origem B (CD79+) das originarias dos linfocitos T (CD3+) em caes (FAN &
KITCHELL, 2002)
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A determinagao de imunofendtipos distintos permite classificar neoplasias linfoéides de
acordo com a célula de origem, ja que tais neoplasias, principalmente as B, simulam estagios
normais da diferenciacdo do linfocito. Esta subclassificagdo mais precisa permite o

diagnostico e novas modalidades terapéuticas (COSTA et al., 2005)

Um estudo de 78 casos de linfoma em humanos demonstrou a partir da aplicagao da
imunofenotipagem que 85% dos casos correspondem ao linfoma de origem B e 15% ao de
origem T (COSTA et al., 2005).

A deteccdo do CD21 é frequentemente empregada no diagndstico de linfoma de célula
B e leucemia linfocitica de origem B (VERNAU, 2004). O CD45 é utilizado para o diagndstico
diferencial entre linfomas e tumores metastaticos (BRAYLAN, 2002).

Em um estudo de De Moura et al. (2001), foram realizadas imunofenotipagens de 98
casos de linfossarcomas caninos em tecido incluido em parafina. O imunofendétipo de células
T ocorreu na maioria dos casos (60,2%), seguidos pelos linfossarcomas B (32,6%) e T/B
(7,2%). Tal achado é contraditério com a literatura, em que a prevaléncia imunofenotipica
dos linfossarcomas € de células B. (TESKE, 1994). Segundo tais autores, a técnica poderia

justificar esta discrepancia.

Diagnosticar linfomas T por citometria de fluxo € mais desafiador, ja que ndo ha um
marcador sensivel de monoclonalidade. Situagdes como pos-transplante de medula éssea e
infeccbes virais podem estar associadas com predominio de linfécitos CD4 e CDS,

respectivamente, assim como uma populacgao clonal de células T (COSTA et al., 2005).

Caes com linfossarcomas das células T tém-se revelado com um tempo de remissao e
sobrevivéncia mais curtos que cades com linfossarcoma das células B, além de estarem
geralmente sujeitos a hipercalcemia (MACEWEN & YOUNG, 1996). Com a quimioterapia
combinada, o tempo de sobrevivéncia estimado para o linfossarcoma de células B é de nove

a 12 meses, contra seis meses para os de células T (FAN & KITCHELL, 2002).

Em 2003, Winnicka e colaboradores., realizando a imunofenotipagem de 20 cdes com
linfoma multicéntrico, observaram que a porcentagem de subpopulagbes de células T(CD5+,

CD4+ e CD8+) nesses animais era marcantemente menor quando comparados com animais
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saudaveis, porém a percentagem e o numero de células B eram significantemente maiores
(CD21-like+). Com a quimioterapia houve uma diminuicdo no numero de leucdcitos totais e
linfécitos B, bem como um aumento na percentagem de linfécitos T. Ademais, isto tem sido

observado em humanos com linfomas nao-Hodgkin’'s (TESKE, 1994).

Miniscalco et al. (2003) empregando a técnica de citometria de fluxo para a
imunofenotipagem de linfocitos em 32 machos e 16 fémeas com linfoma, observaram que
cinco dos 36 animais (14%) que apresentaram linfoma B demonstraram linfocitose de células
B (CD21%) e quatro casos demonstraram moderado aumento de linfocitos B, sem linfocitose.
O aumento de células T CD8" foi observado em sete linfomas B. Dois dos setes animais com
linfoma de origem T (CD4"), apresentaram linfocitose com aumento de linfocitos T CD4".
Cinco caes exibiram aumento na relacdo CD4/CD8 e uma linfocitose extrema foi observada

em dois caes com linfoma T CD4 CD8".

Em um estudo, CARTER et al. (1986) observaram pela da imunofenotipagem que 70%
dos linfomas em cées sdo de origem B, 25% sdo de origem T e 5% expressam

imunofendtipos nao distintos.

De acordo com GAUTHIER et al. (2005), os cdes com linfoma submetidos a
quimioterapia, tiveram mais de 50% de redug¢ao na concentragéo de linfocitos sanguineos e
um absoluto decréscimo de subtipos de linfocitos. Estes achados foram interpretados como
uma representavel supressdo da regeneracgao linfocitaria pela quimioterapia. Além disso, a
correlacdo com a origem do linfoma (B ou T) sugeriu que, por meio da citometria de fluxo,
nao € possivel detectar a existéncia da doenga residual minima. No entanto, as mudangas no
perfil dos linfocitos de caes com linfoma tratados com quimioterapia pode ser relevante com

relacdo a imunocompeténcia desses animais.
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Objetivo

Avaliacdo hematoldgica e imunofenotipica dos linfécitos de cades com linfoma, tratados
com o protocolo quimioterapico de Madison-Wisconsin e com transplante autélogo de medula

ossea.
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Avaliagao Hematologica e Imunofenotipica de Linfécitos de Caes com Linfoma

Tratados com Protocolo Quimioterapico de Madison-Wisconsin.

Hematological and Lymphocyte Immunophenotypical Evaluation of Dogs with Lymphoma

Treated with Madison-Wisconsin Quimioterapic Protocol.

RESUMO: Considerando a importancia da origem celular do linfoma e as alteragdes
decorrentes da evolugdo desta neoplasia e aquelas ocorridas com o emprego da
quimioterapia, avaliaram-se 27 caes com diagnéstico de linfoma, que foram submetidos a
inducéo da remiss&o, com o protocolo de Madison-Wisconsin. No momento do diagnéstico e
uma semana apds cada uma das oito sessbdes quimioterapicas, realizou-se hemograma e
analise citométrica das subpopulacdes linfocitarias CD5'CD4", CD5'CD8" e CD45"CD21" no
sangue periférico e, na medula éssea as avaliagbes foram realizadas antes e apds o
tratamento. Observou-se um maior numero de animais machos, das racas Rottweiler e sem
raga definida, de meia idade e grande porte, que apresentaram com maior frequéncia,
linfoma multicéntrico em estadio Vb. Com relagdo a origem celular do linfoma, notou-se
predominancian de linfoma B. No eritrograma, observou-se anemia normocitca
normocrémica na maioria dos animais durante todo o tratamento. No leucograma, notou-se
em alguns animais, no momento do diagndstico, a presenca de leucocitose por neutrofilia.
Além disso, houve uma consideravel deplegdo de linfocitos no sangue circulante, assim
como das subpopulagées CD5'CD8" e CD45°CD21", durante todo o tratamento e, observou-
se também, com menor intensidade, uma deplec¢éo da subpopulacdo CD5'CD4". Na medula
Ossea observou-se deplecdo da subpopulacdo CD45°CD21". Assim, a imunidade humoral e
imunidade mediada por células ficam prejudicadas com a evolugdo do linfoma e com o

emprego da quimioterapia.

Palavras-chave: hematologia, imunofenotipagem, quimioterapia.

ABSTRACT: Considering the importance of the lymphoma cellular origin and the decurrent
alterations of the evolution of this neoplasia and those occured ones with the chemotherapy,

was evaluated 27 dogs with diagnosis of lymphoma, that they were submitted to the induction
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of remission, with the protocol of Madison-Wisconsin. At the moment of the diagnosis and one
week after each one of the eight chemotherapic sessions, became fullfilled hemogram and
citometric analysis of CD5'CD4*, CD5'CD8" e CD45°CD21" lymphocyte subpopulations in
peripheral blood and, bone marrow evaluations were carried through before and after the
treatment. Was observed a bigger number of male animals, Rottweiler breeder and without
defined race, of half age and big tall, that had presented more frequently, multicentric
lymphoma in Vb stage. With regard to the lymphoma cellular origin, the B cell ymphoma was
noticed. In the eritrogram, was observed in the majority of the animals anemia normocitic
normocromic during the treatment. In the leucogram, was noticed in some animals, at the
moment of the diagnosis, the presence of leukocitosis with neutrofilia. Moreover, had a
considerable depletion of lymphocytes in circulating blood, as well as of CD5'CD8" e
CD45"CD21" subpopulations, during all the treatment and, it was also observed , with lesser
intensity, a depletion of CD5'CD4" subpopulation. In the bone marrow was observed
depletion of CD45 *CD21" subpopulation. Thus, the humoral immunity and immunity mediated

for cells are harmed with the evolution of lymphoma and the use of chemotherapy.

Key-words: hematology, immunophenotyping, chemotherapy.

INTRODUGCAO

O linfoma, uma neoplasia maligna originada no tecido linféide, € o principal tumor
hematopoiético no cdo. Afeta cées de todas as idades, tendo predominancia nos animais de
meia idade, e acredita-se nao ter predilecdo de género (COUTO, 1986; DOBSON &
GORMAN, 1993; TESKE, 1994; MILNER et al., 1996). Quanto a raga, pode-se observar
prevaléncia em animais sem racga definida, Poodles, Labradores, Rottweilers e Boxers
(RALLIS, 1992; DOBSON, 2001; NELSON & COUTO, 2006; MORENO et al., 2007).

De acordo com a localizagdo anatbmica da massa tumoral, o linfoma pode ser
classificado em cuténeo, extranodal, alimentar, multicéntrico e mediastinico (NELSON &
COUTO, 2006). Com base na extensao da doenga nos érgaos e na presenga e auséncia de
sinais clinicos, o linfoma é classificado em estadios e sub-estadios clinicos, o que auxilia no

estabelecimento da terapia e do progndstico (VAIL, 2000).
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Os achados dos exames complementares em cades com linfoma estdo diretamente
relacionados com a localizagdo anatdmica 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. Os achados comuns sao leucocitose, anemia e trombocitopenia
(DOBSON & GORMAN, 1993; FURIE, 1993; LATIMER, 1997). Embora a contagem global de
leucdcitos possa estar normal, diminuida ou aumentada, quase sempre se detecta a
linfocitose (LEIFER & MATUS, 1986; RASKIN & KRENBIEL, 1989). A observagdo de
esfregagos de medula 6ssea é de grande importancia para o estadiamento do linfoma e tem
indicacdo sempre que ha anemia e linfocitose marcante (MADEWEKLL & FELDMAN, 1980;
MACEWEN & YOUNG, 1996). Algumas alteragdes hematoldgicas, como a trombocitopenia,
podem ser observadas em decorréncia da infiltragdo na medula &ssea por células
neoplasicas (RALLIS et al., 1992).

A citometria de fluxo tem sido rotineiramente usada na medicina humana e,
recentemente, tem uma grande importancia clinica na avaliagdo de imunopatias e
malignidades hematopoiéticas na medicina de animais de companhia (TOMPKINS et al.,
1991; CHABANNE et al., 2000; CULMSEE, 2000; CULMSEE et al., 2001; CULMSEE &
NOLTE, 2002). No caso do linfoma, a imunofenotipagem passou a ter importancia quando
se verificou que o linfoma de células T tinha pior prognéstico para o tempo de vida e o
periodo livre da doenga do que o linfoma de células B (GREENLEE et al., 1990; KIUPEL et
al., 1999).

Além disso, muitos dos farmacos utilizados na quimioterapia do linfoma afetam a
distribuicdo, proliferagéo, diferenciacéo e fungao de células imunologicamentes importantes
como neutrofilos, eosindfilos, mondcitos e linfécitos (MILLER, 1997; BARNES, 1998).
Embora a quimioterapia seja imunossupressora, os efeitos da quimiot

erapia sobre o sistema imune dos cdes com neoplasia ndo tem sido estudado de
maneira detalhada (WALTER et al., 2006). Desta forma, torna-se muito importante a
monitoragao das células leucocitarias durante o tratamento quimioterapico.

Diante disso, objetivou-se realizar o hemograma e quantificar as subpopulacdes
linfocitarias CD5°CD4"*, CD5'CD8" e CD45'CD21" no sangue periférico e na medula 6ssea
de caes com linfoma no momento do diagndstico e durante a fase de indugdo da remissao

com o protocolo quimioterapico de Madison-Wisconsin.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Compuseram este estudo, como controle, dez cdes da raga Beagle, machos e fémeas,
ndo castrados, com peso médio de 11.45+2.54 Kg, idade média de 7+3.20 anos,
procedentes do canil do Laboratério de Pesquisa em Nutricdo e Doengas Nutricionais de
Caes e Gatos do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, Unesp, Campus de Jaboticabal, considerados higidos com base no
exame clinico, hemograma, perfil hepatico, renal e exame coproparasitologico.

O grupo de animais com linfoma foi composto por vinte e sete cades que foram
atendidos pelo Servico de Oncologia Veterinaria do Hospital Veterinario “Governador Laudo
Natel” da FCAV-UNESP.

O diagnostico de linfoma foi firmado com base nos achados clinicos, citolégicos de
aspirado de agulha fina e ou biépsia de ndédulo um linfonodo com bases nos critérios de
classificagdo morfolégica descritos por Fournel- Fleury et al. (2002).

Todos os animais com linfoma foram submetidos ao exame clinico, classificacéo
anatbmica e estadiamento da neoplasia de acordo com os critérios propostos pela
Organizagao Mundial de Saude.

Os animais acometidos foram classificados com base no exame clinico,
ultrassonografico, radiografico e analise do sangue e da medula 6ssea, em estadios (I a V) e

subestadios (a ou b) de acordo com a tabela 1.
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Tabela 1. Sistema de classificacdo de estadiamento clinico para linfossarcoma em animais

domésticos estabelecido pela Organizagdo Mundial as Saude (OMS) citado por

VAIL (2000).
Estadio Caracteristicas

I Envolvimento de um udnico linfonodo

I Envolvimento de varios linfonodos em uma area regional
(com ou sem as tonsilas)

1 Envolvimento generalizado dos linfonodos

v Envolvimento do figado ou bago (com ou sem o estadio
lll da doenga)

Vv Manifestagdo no sangue e envolvimento da medula
6ssea e/ou outros sistemas (com ou sem os estadios | a
IV da doenca)

a Sem sinais sistémicos da doenca

b Com sinais sitémicos da doenga

O linfoma foi classificado de acordo com a localizagdo anatdmica em multicéntrico,

cutaneo, extranodal, alimentar e mediastinico.

Tratamento

Os animais com linfoma foram tratados de acordo com o protocolo quimioterapico de
Madison-Wisconsin, que inclui sulfato de vincristina (0,75 mg/m?, 1IV), L-asparaginase (400
Ul/kg, IM), ciclofosfamida (250 mg/m?, VO), doxorrubicina (30 mg/m?, perfusdo) e prednisona
(2 - 0,5 mg/kg/dia) (Tabela 2).

Tabela 2. Fase de indugdo da remissdao com o emprego do protocolo quimioterapico de

Madison-Wisconsin, citado por Nelson & Couto (2006), utilizado nos 27 cades com

linfoma.

Semanas Vincristina L-asparaginase Ciclofosfamida Doxorrubicina Prednisona
1 X X - - 2 mg/kg/dia
2 - - X - 1,5 mg/kg/dia
3 X - - - 1 mg/kg/dia
4 - - - X 0,5 mg/kg/dia
5 intervalo - - - -

6 X - - - -
7 - - X - -
8 X - - - -
9 - - - X -
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Avaliagcao Hematolégica e Imunofenotipica

Para a realizagdo dos hemogramas e da anadlise citométrica do sangue periférico,
amostras de sangue foram obtidas por venipuncgao cefalica e envasadas em tubos a vacuo,
contendo EDTA. As contagens globais eritrocitarias, leucocitarias e plaquetarias foram
obtidas com o auxilio de um contador automatico de células ABC Vet (HORIBA ABX — Séao
Paulo/Brasil). As contagens leucocitarias diferenciais foram realizadas em esfregacos
sanguineos corados com Rosenfeld modificado, uma mistura de Metanol, Maygrund-Giemsa
e Wrigth.

Foram obtidas nove amostras de sangue periférico, uma no momento do diagnostico e
as outras, uma semana apés cada uma das oito sessdes quimioterapicas.

O volume de 1mL de medula 6ssea foi obtido por pungéo do osso esterno com agulha
hipodérmica 40x12 e seringa de 20mL, contendo uma gota de EDTA, no momento do
diagnéstico e ao fim da fase de indugédo da remissao com o protocolo de Madison-Wisconsin.

Para saber se os valores encontrados para o hemograma estavam dentro da faixa de
normalidade, utilzou-se a tabela de valores de referéncia utilizada no “Laboratério de

Patologia Clinica Veterinaria” do “Hospital Veterinario Governador Laudo Natel”. (Tabela 3)
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Tabela 3. Valores de referéncia para hemograma de caes, utilizados no Laboratério de
Patologia Clinica do Hospital Veterinaria “Governador Laudo Natel” da Faculdade

de Ciéncias Agrarias e Veterinaria de Jaboticabal

PARAMETRO VALOR
Hemacias (x10™/L) 5,5—8,0
Hemoglobina (g/L) 120-180
Hematocrito (L/L) 0,37 - 0,55
VCM (fL) 60 - 77
CHCM (g/L) 310 - 340
Plaquetas (x10%/L) 180 - 400
Leucécitos (x10%/L) 6-18
Basoéfilos (x10%/L) 0
Eosinéfilos (x10°/L) 1,2-1,8
Bastonetes (x10%/L) 0-05
Segmentados (x10%/L) 3,6-13,8
Linfécitos (x10%/L) 7,2-5,4
Monécitos (x10%/L) 0,18-1,8

Processamento das amostras de sangue periférico e medula éssea para
citometria de fluxo

As amostras forma processadas em um periodo maximo de 24 horas apés a colheita e
o procedimento doi realizado no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria do Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel”, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de

Jaboticabal - Unesp, utilizando-se de cinco tubos falcon, como descrito na tabela abaixo.
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Tabela 4: Preparo das amostras de sangue e medula éssea para analise citométrica.

Volume Anticorpo

Tubo Amostra . Molécula Fluorescéncia Tipo celular
Anticorpo Monoclonal
1 100pL - - - - -
2 100uL 2uL y1 PE R104 Isotipo controle
2uL y2 FITC MCA1212 Isotipo controle
5 100pL 2uL CD5 FITC MCA1037 | L|r.1f00|tos T. |
2uL CD4 PE MCA1038 Linfocitos T auxiliar
4 2uL CD5 FITC MCA1037 Linfécitos T
0oL cD8 PE MCA1039  Linfocitos T citotoxicos
5 2uL CD45 FITC MCA1042F Leucocitos
ook co2t PE MCA1781 Linfécitos B

Anticorpos monoclonais da AbDSerotec
PE: Ficoeritrina

FITC: Isotiocinato de Fluorescéncia

Apdés homogeneizagdo, os tubos foram incubados no escuro e em temperatura
ambiente, por 20 minutos. Um mililitro de tamp&o de lise de hemacias (FACS Lysing Solution
— Becton Dickinson) foi adicionado em cada tubo e, novamente, as amostras foram
homogeneizadas e incubadas por mais dez minutos, a temperatura ambiente, no escuro.
Posteriormente, foi realizada a lavagem do material com solugdo salina tamponada com
fosfato 0,01 M pH entre 7,4 e 7,6 (PBS) por trés vezes, adicionando dois mililitros de PBS por
lavagem. Apos as lavagens, foi adicionado 0,5 mL de solu¢do salina tamponada com fosfato
0,01 M pH entre 7,4 e 7,6 (PBS) a 1% de formol, para a preservagao das células até a leitura.

As amostras foram analisadas em até 3 dias apds o preparo, no citdmetro
FACSCANTO (Becton Dickinson, San Jose, CA), localizado no Laboratério de Micologia, do
Departamento de Analises Clinicas, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara

— Unesp.
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Utilizando-se do programa FACSDiva (BD), para identificar e quantificar as células
CD5" CD4", CD5" CD8" e CD45°CD21", foram obtidos 10000 eventos e foi realizado um gate

(P1) sobre a populagéo de linfécitos, tanto do sangue, como da medula 6ssea.

Figura 1: Distribuicdo das subpopulagdes leucocitarias, de acordo com a complexidade e o

tamanho das células, com a gate sobre a populagao de linfécitos.

Foi realizado um novo grafico com esta populacéo linfocitaria e uma nova gate
(P2) foi colocada para se obter as subpopulagdes linfocitarias CD5+ ou CD45+ (Figura 2).
Outro grafico foi realizado com a populagdo CD5+ ou CD45+ e outra gate foi realizada para

se obter as populagdes CD5" CD4*, CD5" CD8" e CD45"CD21". (Figura 3).
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Figura 2: Distribuicdo das células de acordo com a complexidade interna da célula (“Side
Scatter — SSC”), com a gate (P2) sobre as subpopulagdes linfocitarias CD5+ (A) e
CD45+(B).

Figura 3: Grafico das subpopulagdes linfocitarias CD5'CD4" (A), CD5'CD8* (B) e
CD45'CD21* (C).

Foi realizado um caélculo sobre as porcentagens fornecidas pelo programa, assim os
valores relativos expressos se referem diretamente sobre a populacdo de linfocitos
sanguineos e sobre o numero de células nucleadas na medula éssea. Os valores absolutos
sanguineos foram calculados com base nos valores relativos fornecidos pelo programa e nas

contagens absolutas de linfécitos obtidas no hemograma.
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Analise Estatistica

Para analise estatistica foi empregado o teste de Kruskal-Wallis, um teste nao
paramétrico conhecido como teste H, devido a grande variagdo dos valores das parcelas e
pelo fato do numero de parcelas ndo ser o mesmo do inicio ao fim do tratamento, em
decorréncia dos obitos. Quando p<0,05, considerou-se a diferenca estatisticamente
significante. (AYRES et al., 2003).

RESULTADOS e DISCUSSAO

Género

Dos vinte e sete animais, quinze eram machos (55,5%) e doze eram fémeas (44,5%)
(Figura 4). Desta forma, observa-se prevaléncia da doenga em machos, embora ndo haja
uma diferenca estatistica significante entre os sexos. Segundo a maioria dos autores
(MACEWEWN et al., 1987; DOBSON & GORMAN, 1993; STARRAK et al., 1997), os caes
aparentemente ndo apresentam predisposi¢cao de género para o linfoma, entretanto Dobson
& Gorman (1994), Cardoso et. al. (2003) e MORENO et al., 2007 encontraram uma maior

incidéncia de machos em seus estudos.

Frequéncia de Género

m Macho

m Fémea

Figura 4: Porcentagem do género de vinte e sete caes com linfoma submetidos ao protoloco

quimioterapico de Madison-Wisconsin.
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Raca

Nos 27 caes com linfoma, adistribuicdo racial foi a seguinte : oito Rottweilers (29,6%),
quatro Boxers (14,8%), cinco sem raga definida - SRD (18,5%), trés Poodles (11,1%), dois
Cocker Spaniel (7,4%), um Husky Siberiano (3,7%), um Teckel (3,7%), um Labrador (3,7 %),

um American Stadford Terrier (3,7%) e um Golden Retriever (3,7%). (Figura 5).

Frequéncia racial

O Teckel @ Poodle

H Rottweiler B SRD

® Husky Siberiano O Boxer

B Labrador B American S. Terrier
O Cocker Spaniel B Golden Retriever

Figura 5: Porcentagem das diferentes racas de vinte e sete cdes com linfoma submetidos ao

protoloco quimioterapico de Madison-Wisconsin.

Embora a predisposi¢cado racial neste tipo de neoplasia seja ainda um assunto
controverso (MOULTON & HARVEY, 1990), observou-se neste estudo, a predominancia de
Rottweilers. VAIL et al. (2001) descrevem a predisposi¢ao genética para o linfoma em uma
familia de Rottweilers nos Estados Unidos. Considerando-se que a maior parte dos caes
desta raca no Brasil teve origem de caes importados, pode-se sugerir que subsequentes
cruzamentos e falta de controle na populagao de caes brasileiros, permitiram a difusdo desta
predisposicdo genética encontrada nesta familia de caes americanos (MORENO et al.,
2007). Os animais sem raca definida (SRD), no geral, também apresentaram uma incidéncia
consideravel neste estudo, concordando com CARDOSO et al. (2003) e MORENO et al.
(2007). Tal fato pode ser decorrente da grande populacdo de animais SRD e,
consequentemente, do grande numero de animais SRD atendidos, porém um levantamento
da frequéncia de racas de todos os caes atendidos no Hospital “Governador Laudo Natel”

deve ser realizada para confirmar tal fato. Autores afirmam que os animais da raca Boxer
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representam a maior parcela de caes acometidos por linfoma, sugerindo uma predisposi¢cao
genética desta raca para o linfoma (SOZMEN et al., 2005; FORNEUL-FLEURY et al., 1997;
PRIESTER & MCKAY, 1980), embora ndo seja a raga de maior frequéncia, o Boxer também

aparece com certa frequéncia neste estudo.

Idade

Quanto a faixa etaria, observou uma variagdo de trés a quinze anos (7,4 = 2,8). A
maioria dos cées (59,3%) encontra-se na faixa de cinco a dez anos, seguidos por animais na
faixa de um a cinco anos (25,9%) e por animais de dez a quinze anos (13,8%) (Figura 3),
concordando com os dados obtidos pela maioria dos autores (COUTO, 1986; MACEWEN et
al., 1987; MACEWEN & YOUNG, 1996; STARRAK et al.,, 1997; CARDOSO et al., 2003;
MORENQO et al., 2007).

Faixa Etaria

60

m1a5anos
50+
m6 a 10 anos

% 407 m 11 a 15 anos

304

204

104

Figura 6: Porcentagem das faixas etarias de vinte e sete cdes com linfoma submetidos ao

protoloco quimioterapico de Madison-Wisconsin.

Peso

Quanto ao peso pode-se notar que este variou entre 6,9 e 49kg (27,4 = 11,5). A
maioria dos cées encontrava-se entre 21 a 40 Kg (66,7%), seguidos de cées com 1 a 10 Kg
(14,8%), com 11 a 20 Kg (11,1%) e acima de 41 Kg (7,4%) (Figura 7). Desta maneira,
observa-se uma prevaléncia de animais de grande porte, fato este observado também no
estudo de MORENUO et al. (2007).
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Peso

70+

60- O1a10Kg
m11a20Kg
Wm21a40Kg

@ acima de 41 Kg

50+

401

%
30+

20

Figura 7: Peso corporeo de vinte e sete cdes com linfoma submetidos ao protoloco

quimioterapico de Madison-Wisconsin.

Classificagdao Anatémica

Em relacao a classificacdo anatémica, quinze caes apresentaram linfoma multicéntrico
(55,5%), nove apresentaram linfoma cutaneo (33,4%), dois extranodal (7,4%) e um alimentar
(3,7%) (Figura 8).

A forma multicéntrica é a apresentagdo anatébmica mais frequente do linfoma, neste e
nos demais estudos (MADWELL & THEILEN, 1987; SEQUEIRA et al., 1999; MORENO et al.,
2007). O linfoma cutédneo também teve uma grande incidéncia neste estudo, assim como no
de Moreno et al. (2007) que observaram que esta € a segunda apresentagdo mais comum.
Ja Madwell & Theilen (1987) relatam que, assim como a extranodal, a forma cutanea nao
tem uma grande frequéncia. Acredita-se que a maior frequéncia das formas multicéntrica e
cutanea esteja relacionada com o diagndstico, pois as alteragdes clinicas nestas formas séo
mais perceptiveis e permitem um diagnético mais rapido, diferentemente das formas
alimentar e mediastinica, que podem ter sua incidéncia subestimada, pois estas formas
apresentam sinais inespecificos no paciente e dificultam um correto diagndstico da doencga.
Além disso, estas ultimas apresentagdes, tem um pior prognéstico, e muitos animais vao a
Obito sem o diagnéstico (MORENO et al., 2007).
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Classificagao anatomica

60+

B multicéntrico
50+ .
W cutaneo

40 @ extranodal

O alimentar

% 304

Figura 8: Apresentagcado anatdomica do linfoma de vinte e sete caes com linfoma submetidos

ao protoloco quimioterapico de Madison-Wisconsin.

Estadiamento e sub-estadiamento clinico

Com relacédo ao estadiamento e sub-estadiamento clinico, descrito pela Organizagao
Mundial da Saude, baseados respectivamente na infiltracdo da doenga nos 6érgéos, na
presenga ou auséncia de sinais clinicos, dois animais apresentaram-se no estadio | (7,4%),
seis no estadio Il (22,2%), dois no estadio Ill (7,4%), cinco no estadio IV (18,5%) e doze no
estadio V (44,4%) (Figura 9). Dos vinte e sete animais, nove animais apresentaram-se no
sub-estadio a (33,3%) e dezoito apresentaram-se em sub-estadio b (66,6%) (Figura 7).

A maioria dos animais encontrava-se em estadio avancado e apresentavam sinais
clinicos, indicando que os proprietarios procuram tardiamente o tratamento e/ou que é muito
dificil observar as alteragbes nos estagios iniciais, corroborando com a maioria dos estudos
(GREENLEE et al., 1990; TESKE, 1994; STARRAK et al., 1997) A maior incidéncia é de
animais em estadio V, o que direfere dos resultados obtidos por CARDOSO et al. (2003),
que observaram uma maior prevaléncia de animais em estadio IV. Tal fato deve ser
decorrente da alta frequéncia de linfoma cutdaneo neste estudo, ja que os animais que
apresentam essa forma anatémica dessa neoplasia foram classificados em estadio clinico V,
de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude. Além disso, CARDOSO et al. (2003)
realizaram um levantamento de animais com diagndstico de linfoma, diferentemente deste

estudo, no qual foram incluidos somente os animais tratados.
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Estadiamento clinco

Figura 9: Porcentagem dos estadios clinicos do linfoma de vinte e sete caes acometidos,

submetidos ao protoloco quimioterapico de Madison-Wisconsin.

Sub-estadiamento Clinico

Figura 10: Porcentagem dos sub-estadios clinicos do linfoma de vinte e sete caes

acometidos, submetidos ao protoloco quimioterapico de Madison-Wisconsin.
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Sobrevida

Ao analisar-se o0 numero de animais que morreram apos cada sessao quimioterapica
do protocolo de Madison-Wisconsin, pode-se observar que o maior risco de morte € apés a
primeira sessao quimioterapica, certamente como consequéncia da neutropenia, que ocorre
com maior intesidade, sete dias apds o inicio do tratamento e esta relacionada ao risco
potencial de morte do animal (LANORE & DELPRAT, 2004).

Observou-se também que a taxa de sobrevida se manteve na terceira e quarta sessao
quimioterapica e quando se analisa as demais sessdes, nota-se que a taxa de sobrevida

diminui progressivamente.

Individuos Vivos

Freqiiéncia
3
:

1 2 3 4 5 6 7 8
Intervalos de tempo

Figura 11: Frequéncia de individuos vivos apds cada uma das oito sessdes quimioterapicas

do protoloco de Madison-Wisconsin.
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Os valores médios obtidos para o hemograma no momento do diagnéstico e uma
semana apods cada sessao quimioterapica, assim como as representacdes graficas para
este, estdo dipostos na tabela 5 e nas figuras de 12 a 27, respectivamente.

As linhas tracejadas nos graficos se referem aos valores maximos e minimos do
intervalo de valores considerados de referéncia pelo Laboratério de Patologis Clinica do

Hospita Veterinario “Governador Laudo Natel”.

Tabela 5: Valores médios obtidos para o hemograma de vinte e sete cdes com linfoma no
momento do diagnostico e uma semana apds cada sessao do protocolo

quimioterapico de Madison-Wisconsin.

V +L-a C \' D
Diag + + + + \' C \' D o]
P P P P

499a 521a 530a 5.19a 5.

-
N
Q

Hemacias(x10'2/uL) 492a 496a 501a 487a 0,96

. 110a 120a 120a 120a 120a 110a 120a 110a 120a 0,97
Hemoglobina (g/L)

Hematocrito (L/L) 35a 36a 37a 35a 35a 34a 34a 35a 34a 092

VCM (fL) 70 a 70 a 70 a 70a 69a 69a 69 a 69a 67a 0,98

CHCM (g/L) 330a 320a 330a 330a 330a 330a 340a 320a 320a 0,21

Plaquetas (X109/L) 276a 327a 417a 424a 342a 412a 418a 347a 306a 0,22

Leucécitos (x10%/L) 1491a 9.06b 10.89b 6.96b 7.75b 6.68b 10.15b 7.02b 7.40b <0,05

Baséfilos (x10%/L) 0,02a 0,04a 001a 002a 001a 0,04a 0,01a 0,01a 0,06a 0,99

Eosinéfilos (x10%/L) 0,34a 024a 038a 0,19a 0,15a 0,28a 0,57a 0,45a 0,84b <0,05

Bastonetes (x10°/L) 0,28a 0,22a 0,18a 0,18a 0,09a 0,12a 0,25a 0,30a 0,15a 0,91

Segmentados (x10°/L) 11,09a 7,02b 9,00a 523b 6,13b 4,66b 806b 4,70b 521b <0,05

Linfécitos (x10%L) 247a 092a 084a 095a 1,00a 1,256a 1,02a 1,27a 0,94a 0,77

Monécitos (x10%L) 0,69a 063a 060a 041a 0,38a 0,37a 0,32a 0,29a 0,23a 0,10

VCM: volume corpuscular médio; CHCM: concentragao de hemoglobina corpuscular média
Diag: diagnéstico; V: vincristina; L-a: L-asparaginase; P: pednisona; C: ciclofosfamida; D: doxorrubicina
p<0,05 Letras iguais nao diferem entre si
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Eritrograma

A contagem global de hemacias (Figura 12), a concentragdo de hemoglobina (Figura
13) e o hematocrito (Figura 14), ficaram abaixo dos valores considerados de referéncia,
enquanto que os indices hematimétricos (Figuras 15 e 16), se mantiveram dentro dos valores
de referéncia, caracterizando anemia normocitica normocrémica ao longo de todo o
tratamento. Tal achado, condiz com alguns autores, que ressaltam que a anemia é
geralmente comum e de carater crénico (normocitica normocrémica e nao regenerativa) ou,
com menor frequéncia, hemolitica de origem imunomedida (OGILVIE & MOORE, 1995,
TESKE, 1996; VAIL et al., 2001; DHALIWAL et al., 2003a; ETTINGER, 2003).

Embora Ogilvie & Moore, (1995) relatem que a anemia associada ao linfoma, € um
efeito colateral da quimioterapia e se desenvolva mais tardiamente que a neutropenia e
trombocitopenia, em decorréncia da vida mais longa das hemacias, os animais incluidos
neste estudo, ja apresentavam anemia antes do inicio do tratamento. Desta forma, a
quimioterapia ndo é responsavel pela anemia, mas pode ter contribuido para o agravamento
desta. Assim como a hiporexia ou anorexia, alteragdes digestivas e disturbios hemorragicos
como hematémese e melena que ocorrem no linfoma, podem contribuir para a ocorréncia
da anemia (CARDOSO et al., 2004).

De acordo com JAIN (1993) e MINISCALCO et al. (2003) pode-se observar uma
modesta a moderada anemia em 46% dos cades com linfoma.No presente estudo, quando
se considera o hematdcrito para considerar a presenga de anemia, nota-se que, com
excegao da oitava sessao quimioterapica, mais de 46% dos animais encontravam-se

anémicos quando avaliados (Figura 12).

Além disso, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os valores

médios do eritrograma nos nove momentos estudados.
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Hemacias
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Figura 12: Médias da contagem global de hemécias (x10'?/L) no momento do diagndstico e

uma semana ap0s cada sessao quimioterapica.
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Figura 13: Médias da concentracdo de hemoglobina (g/L) no momento do diagndstico e uma

semana apos cada sessao quimioterapica.
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Hematocrito
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Figura 14: Médias da taxa de hematdcrito (L/L) no momento do diagndstico e uma semana

apo6s cada sessao quimioterapica.

Porcentagem de animais anémicos
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Figura 15: Porcentagem de animais anémicos (%) no momento do diagndstico e uma

semana apos cada sessao quimioterapica.
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Volume Corpuscular Médio (VCM)
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Figura 16: Médias do volume corpuscular médio (VCM) (fL) no momento do diagndstico e

uma semana apds cada sessao quimioterapica.

Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)
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Figura 17: Médias da concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM) (g/L) no

momento do diagnodstico e uma semana apos cada sessao quimioterapica.

Plaquetograma

Os valores médios obtidos para a contagem global de plaquetas se mantiveram, na
maioria das vezes, dentro da faixa de normalidade e, ndo apresentaram diferengas

significaticas entre os momentos (Figura 18).
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Embora n&do se tenha observado trombocitopenia em nenhum momento quando se
analisa os valores médios para este parametro, 40% dos animais apresentaram
trombocitopenia de moderada a severa no momento do diagndstico (Figura 18). Segundo
ETTINGER (2003), a trombocitopenia esta presente em 30 a 50% dos casos de linfoma e
pode ser explicada pela queda na produgdo (comprometimento da medula éssea), por
destruigdo (imunomediada) ou consumo (sequestro esplénico). A trombocitopenia associada
a neutrofilia, pode indicar infiltracdo da medula dssea pelo linfoma (OGILVIE & MOORE,
1995).

Porcentagem de animais trombocitopénicos
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Diag V+L-a+P C+P V+P D+P \ C \ D

Figura 18: Porcentagem de animais trombocitopénicos (%) no momento do diagndstico e

uma semana apos cada sessao quimioterapica.

Leucograma
A contagem global de leucdcitos apresentou-se dentro do intervalo de valores

considerados de referéncia em todos os momentos estudados (Figura 19). O valor médio
encontrado no momento do diagnostico, no qual se observou a maior contagem global de
leucécitos, foi estatisticamente diferente daqueles encontrados apos o inicio do tratamento
se. Embora o valor médio para este momento esteja dentro do intervalo de normalidade, 22%
dos animais apresentaram leucocitose (Figura 20), valor que difere de Teske (1996), que
relata que em aproximadamente 30% dos casos ha leucocitose. Além disso, Teske (1996)

relata que leucopenia também pode ocorrer nos casos de linfoma, porém com uma
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frequéncia muito menor, fato este ndo observado neste estudo, uma vez que 18% dos
animais apresentaram leucopenia no momento do diagnostico (Figura 21).

Na segunda sessdo observou-se uma consideravel diminuicdo do numero de
leucdcitos, na qual 45% dos animais apresentaram leucopenia (Figura 21) e 33%
apresentaram neutropenia.

Ao analisar os valores obtidos apdés uma semana da aplicagdo da vincristina,
associada ou ndo a L-asparaginase e a prednisona, nota-se que estes sdo os momentos nos
quais ha a maior porcentagem de animais leucopénicos e neutropénicos (Figura 21 e 24).
Sendo assim, pode-se considerar que a vincristina foi capaz de promover uma maior
supressao de leucocitos circulantes em fungdo da diminuigdo de neutrdfilos segmentados,
quando comparada com os demais quimioterapicos utilizados. Além disso, as maiores
porcentagens de caes com leucocitose e neutrofilia (Figura 21 e 24) foram observadas apés
a aplicagao da ciclofosfamida, com exce¢ao do momento do diagndstico.

Quando o analisa-se a populagao de neutréfilos segmentandos (Figura 22), observa-

se uma diferencga significativa na primeira e na terceira sessdo quimioterapica.

Leucocitos
207
J 151 &
Q10 A \//4\
‘-; | ,_._________’____r/-‘\\ ’
0 T T T T T
Diag V+L-a+P C+P  V+P  D+P Vv C Vv D

* diferenga estatistica significativa

Figura 19: Médias da contagem global de leucécitos (x10%L) no momento do diagndstico e

uma semana ap0s cada sessao quimioterapica.
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Figura 20: Porcentagem de animais com leucocitose no momento do diagnéstico e uma

semana apoés cada sessao quimioterapica.
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Figura 21: Porcentagem de animais com leucopenia no momento do diagndstico e uma

semana apos cada sessao quimioterapica.
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Neutrdfilos Segmentados
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Figura 22:

* diferenga estatistica significativa

Médias da contagem absoluta de neutréfilos segmentados (x10%L) no momento

do diagndstico e uma semana apds cada sessao quimioterapica.

Porcentagem de animais com neutrofilia
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Figura 23:

Porcentagem de animais com neutrofilia no momento do diagndstico e uma

semana apos cada sessao quimioterapica.
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50 - Porcentagem de animais com neutropenia
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Figura 24: Porcentagem de animais com neutropenia no momento do diagndstico e uma

semana ap0s cada sessao quimioterapica.

Com relacdo a populacdo de neutrofilos bastonetes e de baséfilos ndo houve

diferenca significativa entre os momentos.
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Figura 25: Médias da contagem absoluta de eosindfilos (x10%L) no momento do diagnéstico

€ uma semana apos cada sessao quimioterapica.

A contagem absoluta de eosindfilos foi diferente significativamente apds a ultima

sessao(Figura 25), em decorréncia de uma cao que apresentou eosinofilia marcada.
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Linfocitos
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Figura 26: Médias da contagem absoluta de linfécitos (x10%L) no momento do diagnéstico e

uma semana apos cada sessao quimioterapica.
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Figura 27: Porcentagem de animais com linfopenia no momento do diagndstico e uma

semana apods cada sessao quimioterapica.

Em relagdo aos linfécitos (Figura 26), pode-se observar que nao houve diferenca
significativa entre os momentos e, com excegdo do momento do diagnostico, no qual 11%
dos caes apresentaram linfocitose, a contagem diferencial se manteve muito proximo do
limite inferior da faixa de referénica para esta célula.

Apés a primeira, segunda, terceira e quarta sessdo quimioterapica, mais de 50% dos
animais apresentaram-se linfopénicos. Desta maneira, pode-se demonstrar uma expressiva

supressao da linhagem linfocitaria pela quimioterapia, ja que de acordo com Gauthier et al.
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(2005), os caes com linfoma submetidos a quimioterapia, tem uma consideravel redugao na
concentragao de linfocitos sanguineos e um absoluto decréscimo de subtipos de linfécitos.
Porém, ndo se pode deixar de considerar os processos que obstruem o padrao
circulatorio normal dos linfocitos, que ocorre no linfoma, no qual os linfocitos que deixam o
sangue, se tornam presos nos linfonodos hipertrofiados ou em efusdes quilosas que conduz

ao sequestro do linfécito para cavidades corporais (REBAR, 1998).

Observou-se uma diminuigao progressiva no numero absoluto de mondcitos, mas os
valores médios encontrados se mantiveram dentro dos valores de referéncia e também né&o
se observa diferenga significativa entre os momentos. Embora a monocitopenia ndo tenha
um significado especifico, ela ocorre especialmente na panleucopenia, decorrente de

parvovirose, toxicidade estrogénica e quimioterapia (BIENZLE, 2000).

Origem celular do linfoma

A definigdo da origem celular do linfoma a partir da imunofenotipagem dos linfocitos no
sangue e na medula éssea, s6 foi possivel nos animais que se encontravam em
estadiamento clinico V, decorrente do envolvimento do sangue e/ou medula éssea, ou seja,
quando havia presencga de células linfomatosas nos mesmaos.

Dos sete animais que apresentavam envolvimento do sangue, trés animais
apresentaram linfoma de origem T, sendo que um animal apresentou uma quantidade
excessiva de células CD5'CD8" e outros dois de células CD5°CD4". Os outros quatros
animais apresentaram linfoma B, pois se observou uma populagédo predominante de células
CD45"CD21". Estes ultimos apresentaram uma discrepancia muito maior na distribuicdo das
subpopulagdes linfocitarias, quando comparados com o0s animais que apresentaram linfoma
T.

Quando analizou-se a medula éssea observou-se que apenas trés dos quatro animais
que apresentavam linfoma B, demonstraram a mesma distribuicdo das subpopulagbes
linfocitarias observada no sangue. Enquanto que um destes quatro animais n&o apresentou
alteracdo na distribuicdo. Tal fato coincidiu com o observado nos esfregagos de medula
Ossea, ou seja, destes, em apenas trés animais foram encontradas células linfomatosas na

medula o6ssea. Além disso, em outro animal no qual ndo foram encontradas células
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linfomatosas nos esfregacos de sangue periférico e de medula éssea, apresentou uma
grande populacdo de linfécitos CD45°CD21" na medula 6ssea. O animal que apresentou
células linfomatosas no sangue decorrente de uma maior populagdo de células CD5'CD8",
também demonstrou a mesma celularidade no esfregaco de medula 6ssea e a mesma
distribuicdo na imunofenotipagem da mesma. O mesmo ocorreu com os dois animais com
linfoma T com aumento de células CD5'CD4". Porém, dois animais nos quais ndo foram
encontradas células linfomatosas no sangue e na medula Ossea, apresentaram um
consideravel aumento nas populacdes CD5'CD4" e CD5'CD8" dos mesmos. Isto demonstra
que o envolvimento do sangue e/ou medula éssea pelo linfoma, nem sempre é detectavel em
um simples esgregaco sanguineo. A deteccdo de células neoplasicas, bem como o
imunofendtipo da origem celular da neoplasia, € possivel por meio da analise citométrica,
mesmo que nao haja linfocitose (MINISCALCO et al, 2003).

Embora com uma diferenga nao significante entre as origens celulares do linfoma,
pode-se notar uma prevaléncia de linfoma B, o que corrobora com a maioria dos autores
consultados, nos quais a prevaléncia imunofenotipica dos linfossarcomas é de células B.
(CARTER et al., 1986; TESKE, 1994; COSTA et al., 2005). Porém diagnosticar linfomas T
por citometria de fluxo € mais desafiador, j@ que ndo ha um marcador sensivel de
monoclonalidade (COSTA et al., 2005). Assim, o numero de linfomas de origem T pode estar

subestimado.

Imunofenotipagem de linfécitos
Para ter como referéncia de valores, foi realizada a imunofenotipagem de linfocitos no
sangue periférico e na medula 6ssea de dez caes considerados higidos, e o resultados

obtidos estédos dipostos nas tabelas 6, 7 e 8 a seguir.
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Tabela 6: Valores relativos médios, maximos e minimos e, desvios padrdo, das

subpopulacdes linfocitarias CD5'CD4", CD5'CD8" e CD45°CD21" no sangue
periférico de caes sadios (grupo controle).

Média Maximo  Minimo Desvio

% % % Padrao

CD5'CD4" 36.95 49,25 26,10 7.51
CD5'CD8’ 19.95 28,05 12,99 4.74
CD45°CD21" 15.24 25,03 8,35 6.02

Tabela 7: Valores absolutos médios, maximos e minimos e, desvios padrdo, das

subpopulagdes linfocitarias CD5'CD4", CD5'CD8" e CD45°CD21" no sangue
periférico de caes sadios (grupo controle).

Média Maximo  Minimo Desvio
x10%L  x10%L  x10%L  Padrdo

CD5'CD4" 546.18 908,11 275,45  206.78
CD5'CDS8’ 281.50 51547 169,69 102.79
CD45°CD21"  241.11 397,65 94,45 112.94

Tabela 8: Valores relativos (%) médios, maximos e minimos e, desvios padrdo, das

subpopulagbes linfocitarias CD5'CD4", CD5'CD8" e CD45'CD21" na medula
Ossea de caes sadios (grupo controle).

Média Maximo Minimo  Desvio.

% % % Padrao
CD5'CD4" 0.01 0.05 0.00 0.02
CD5'CD8’ 0.06 0.31 0.00 0.12
CD45°CD21" 0.03 0.10 0.00 0.03

Os estudos em caes com citometria de fluxo sdo mais frequentemente relacionados a
doencga, e muitos dos dados normativos e dos valores de referéncia estabelecidos foram
compilados de estudos anteriores (CHABANNE et al., 1995; BOURDOISEAU et al., 1997,
PAPPALARDO et al.,, 2001). Assim, o uso mais difundido da citometria de fluxo, para
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detectar e caracterizar subpopulagdes linfocitarias de sangue periférico na medicina
veterinaria destacou a necessidade para a definigdo cuidadosa de valores de referéncia para
as combinagbdes de marcadores para porcentagem e valores absolutos das subpopulagcdes
em individuos saudaveis (CHABANNE et al., 2000; CULMSEE & NOLTE, 2002; WEISS,
2002).

Apds a primeira sessdo quimioterapica, foi avaliada a imunidade dos animais em
tratamento, quantificando-se as subpopulacdes linfocitarias CD5°'CD4*, CD5'CD8" e
CD45*CD21". Principalmente no que se diz respeito as subpopulacdes linfocitaria T, ja que
em animais de companhia, a analise destas subpopulacdes tem sido frequentemente usada
para avaliar a imunocompeténcia, o efeito de farmacos no sistema imune e a progressao de
doengas infecciosas (NOLTE, 2003).

Tabela 9: Valores relativos médios das subpopulacgdes linfocitarias CD5°'CD4*, CD5'CD8" e
CD45'CD21" no sangue periférico de vinte e sete cdes com linfoma no momento

do diagndstico e uma semana apds cada sessao quimioterapica.

V +L-a Cc Vv D
Diag + + + + Vv C Vv D p
P P P P

CD5'CD4"  20.89a 20.16a 2056a 19.54a 18.04a 2242a 2636a 2871a 2264a 073
CD5'CDS"  13.43a 6.43a 818a 525a 498a 694a 1275a 9.03a 7.20a 067
CD45°CD21° 1851a 1127a 834a 10.81a 493a 6.19a 517a 466a 949a 008

Tabela 10: Valores absolutos médios das subpopulacdes linfocitarias CD5'CD4", CD5'CD8"*
e CD45"CD21" no sangue periférico de vinte e sete cdes com linfoma no momento

do diagndstico e uma semana apds cada sessao quimioterapica.

V +L-a C Vv D
Diag + + + + Vv C \ D o]
P P P P

CD5'CD4" 410.05a 17462 a 178.89 a 251.74a 25444a 416.73a 21994a 317.79a 20150a 078
CD5'CD8" 354.54 a 7448 a 39.43a 83.07a 4390a 9050a 6837a 6458a 5848a 053
CD45'CD21" 59262 a 90.52 a 5452a 8461a 33.75a 6236a 36.30a 40.60a 10369a 023
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Independente da subpopulagéo linfocitaria e dos momentos estudados, ndo se observou

diferencga significativa na imunofenotipagem dos linfécitos sanguineos.
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Figura 28: Valores relativos médios da subpopulagdo linfocitaria CD5'CD4" no sangue
periférico de caes com linfoma no momento do diagndstico e uma semana apés

cada sessao quimioterapica.
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Figura 29: Valores absolutos médios da subpopulagéo linfocitaria CD5'CD4" no sangue
periférico de cdes com linfoma no momento do diagndstico e uma semana apos

cada sessao quimioterapica.
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Os valores médios relativos da subpopulagéo linfocitaria CD5'CD4" (Figura 28)
apresentaram-se dentro do intervalo obtido para cdes sadios somente apds a Uultima
aplicacao de ciclofosfamida e de vincristina. Nos demais momentos, os valores estdo abaixo
daqueles encontrados no grupo controle. Com relagcdo aos valores absolutos para esta
subpopulacgéao linfocitaria, observou-se que somente os valores encontrados no momento do
diagnéstico e apos as duas ultimas aplicagdes de vincristina estavam dentro da faixa de
valores do grupo controle.

De acordo com Walter et al. (2006), o decréscimo da subpopulagdo CD4", pode ser
atribuida mais aos efeitos da neoplasia subjacente do que aos efeitos da quimioterapia por si
s6 (WALTER et al, 2006)

A deplegdo de células T auxiliares € quando se considera as propriedades
imunossupressivas da quimioterapia, particularmente da poliquimioterapia (WALTER et al.
2006).
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Figura 30: Valores relativos da subpopulacéo linfocitaria CD5'CD8" no sangue periférico de
caes com linfoma no momento do diagndstico e uma semana apds cada sessao

quimioterapica.
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Figura 31: Valores absolutos médios da subpopulagéo linfocitaria CD5'CD8" no sangue
periférico de cdes com linfoma no momento do diagndstico e uma semana apos

cada sessao quimioterapica.

O unico valor médio obtido que se encontra dentro da faixa de normalidade, quando
se observa o valor absoluto (Figura31), foi no momento do diagndstico. Quando analisa-se
os valores relativos, observa-se que além do momento do diagnostico, o valor obtido apos a
ultima aplicacéo de ciclofosfamida também se encontra sobre a linha de valor minimo. Assim,
nota-se que a subpopulacdo linfocitaria CD5+CD8+ sofreu deplecdo durante todo o
tratamento.

Em estudos com a administracdo de corticosteréide em unica dose e em doses
repetidas, demonstrou-se que a ha uma linfopenia absoluta profunda, mas transitéria, com a
deplecdo de todas as subpopulagdes linfocitarias, principalmente de células CD8*
(RINKKARDT et al., 1999; NOLTE, 2003). Neste estudo, verificou-se uma a deplegédo de
células T citotdxicas por todo o periodo estudado, que talvez poderia ser explicado pel
associagao do corticosterdide a outros agentes quimioterapicos.

De acordo com Nolte (2003), as células citotoxicas caninas sao relativamente mais
suceptiveis aos efeitos linfopénicos de farmacos imunossupressores do que as células T
auxiliares. Fato este que foi observado quando comparas-e os dados obtidos para as duas

subpopulagdes de células T neste estudo.
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Figura 32: Valores relativos médios da subpopulagéo linfocitaria CD45°CD21" no sangue
periférico de caes com linfoma no momento do diagndstico e uma semana apds

cada sessao quimioterapica.
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Figura 33: Valores absolutos médios da subpopulagéo linfocitaria CD45°CD21" no sangue
periférico de cdes com linfoma no momento do diagndstico e uma semana apos

cada sessao quimioterapica.

Quando analisa-se a populacédo de células B (Figura 32 e 33), nota-se que na
primeira sessao, encontra-se a maior porcentagem destas células e o maior valor absoluto,
sendo este ultimo, superior aos valores da faixa de referéncia. Tal fato se deve aos quatro

animais que apresentavam linfoma B, com repercussdao no sangue e, como relatado
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anteriormente, estes animais apresentaram uma porcentagem muito elevada destas células
e, concomitantemente, apresentavam numeros elevados na contagem de linfocitos no
momento do diagndstico. Nota-se também uma queda brusca dos valores encontrados na
primeira sessao para a segunda, pricipalmente nos valores absolutos, ja que houve também
uma diminuicdo no numero de linfécitos absolutos neste momento. Os picos observados na
apdés a aplicacdo da vincristina associada a predinisona e apdés a ultima aplicagédo de
doxiciclina, expressos com maior intensidade nos valores relativos, se devem a recidiva do
linfoma em dois animais, nos quais houveram apenas aumento da porcentagem, sem haver
aumento do numero de linfocitos.

De maneira geral, o numero de células B decresceu progressivamente ao longo da
quimioterapia. Walter et al. (2006) também observou um decréscimo significante no numero
de células B depois da primeira semana de tratamento e uma diminui¢cao significante pelo
restante dos seis meses de estudo. Desta maneira, de acordo com Walter et al. (2006) pode-
se dizer que a administracdo da poliquimioterapia é capaz de induzir uma rapida e
sustentavel diminuigdo no numero de células B, ou seja, € capaz de alterar a imunidade

humoral.
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Figura 34: Valores relativos médios das subpopulagdes linfocitarias CD5'CD4", CD5'CD8" e
CD45"CD21" na medula 6ssea de cdes com linfoma no momento do diagnéstico

e apobs as oito sessdes de quimioterapia.
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Tabela 11: Valores relativos médios das subpopulagdes linfocitarias CD5'CD4*, CD5'CD8" e
CD45"CD21" na medula éssea de caes com linfoma no momento do diagnéstico e

apos oito sessdes quimioterapicas.

Diagnéstico Apods 8 sessdes

CD5'CD4" 7,28 6,31
CD5'CD8" 9,39 6,91
CD45'CD21" 13,96 1,51

Os valores médios relativos obtidos para as subpopulagées linfocitarias CD5"CD4",
CD5'CD8" e CD45'CD21" na medula 6ssea antes e apos o tratamento, demonstram que os
animais com linfoma B, apresentam também na medula éssea uma expessdo maior de
células B, quando comparados com os animais com linfoma T em relacdo as células T
auxiliar e citotéxica. Além disso, assim como no sangue periférico, ocorre uma deplegao mais
intensa de células B apds o tratamento.

No que se diz respeito as células T, se vé que ha uma maior porcentagem de células
CD5+CD8+, quando comparadas com as células CD5+CD4+, antes e apds ao tratamento.

Porém, o que se é mais notavel, € a diferenga entre os valores obtidos para os
animais sadios daquelas obtidos para os animais com linfoma antes e apds o tratamento.
Embora a linhagen linfocitica esteja bem representada, quando se observa os esfregagos de
medula 6ssea dos animais saudaveis, as subpopulagdes linfocitarias estudadas quase nao

estao representadas quando se realiza a analise citométrica da medula destes animais.
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Conclusoes

Diante dos resultados obtidos, analisados e interpretados, pode-se concluir que as
pincipais alteracbes no hemograma foram observadas no momento do diagnéstico e, desta
maneira, se referem ao linfoma e ndo ao tratamento empregado. Quanto a utilizagdo da
imunofenotipagem de linfocitos para definir a origem celular do linfoma pode-se concluir que
estes marcadores utilizados no sangue periférico e na medula 6ssea, ndo sao suficientes
para determinar o tipo celular do linfoma em todos os animais estudados. E quanto a
quantificagdo das subpopulagdes linfocitarias CD5"'CD4*, CD5'CD8" e CD45"CD21" pode-se
concluir que ha uma reducdo no numero destas células apds o inicio da quimioterapia,
embora nado se possa assumir que estes efeitos sdo decorrentes exclusivamente do
tratamento. Além disso, os valores relativos médios da subpopulacdes linfocitarias estudas
na medula éssea, obtidos nos animais saudaveis sdo muito inferiores aqueles obtidos para
animais com linfoma, necessitando assim de um estudo mais amplo com a medula éssea de

animais saudaveis para comprovar tal fato e buscar uma explicagao para esta diferencga;
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Avaliagdo Hematologica e Imunofenotipica de Caes com Linfoma em Remissao

Submetidos ao Transplante Autélogo de Medula Ossea.

Hematological and Immunophenotypical Evaluation of Dogs with Lymphoma in Remission

Submitted to Autologous Bone Marrow Transplantation.

RESUMO: No presente estudo foram realizados transplantes autélogos de medula 6ssea em
sete caes com linfoma em remissdo. O transplante consistiu de coleta de medula 6ssea,
preparo e congelamento da bolsa que continha o material coletado, condicionamento do
animal com 500 mg/m? de ciclofosfamida, infusdo da medula éssea e aplicacdo de fator
estimulador de colbénia. Para avaliar a recuperacdo hematopoiética pés-transplante, realizou-
se hemograma e anadlise citométrica do sangue e medula o&ssea, quantificando as
subpopulagdes linfocitarias CD5'CD4", CD5°CD8" e CD45°CD21" por 120 dias apds o
transplante. Embora n&o tenha ocorrido diferenga significativa entre os resultados obtidos, a
alteracdo mais expressiva no hemograma foi a presenca de anemia normocitica
normocrémica e na imunofenotipagem de linfécitos, observou-se diminuigdo da populagao
CD5'CD4", concomitante com o aumento da populagdo CD5'CD8", sete dias apds o
transplante. Além disso, a populagdo de células B diminuiu por 60 dias. Por fim, a
recuperagdo da imunidade mediada por células, somente ocorreu apés 120 dias do
transplante autélogo de medula éssea e a recuperagao da imunidade humoral nao ocorreu

durante os 120 dias de estudo.

Palavras-chave: hemograma, citometria de fluxo, quimioterapia com alta dose.

ABSTRACT In the present study, seven dogs with lymphoma in remission were submitted to
autologous bone marrow transplantation. The transplant consisted in harvest of bone marrow,
preparation and freezing of the stock bag that contained the collected material, conditioning of
the animal with 500mg/m? of ciclofosfamide, infusion of the bone marrow and infusion of
colony estimulator factor. To evaluate the post-transplant hematological recovery, were dine

by hemogram and cytometric analysis of the blood and bone marrow, quantifying the
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lymphocytic subpopulations CD5+CD4+, CD5+CD8+ and CD45+CD21+ per 120 days after
the transplant. Although there weren’t significant difference in the results, the most expressive
alteration in the hemogram was the presence of normocytic normocromyc anemia and in the
immunophenotyping, the reduction of CD5+CD4+ subset population was observed,
concomitant with the increase of the CD5+CD8+ subset population, seven days after the
transplant. Moreover, the population of cells B decrease for 60 days. Finally, the recovery of
the cell immunity occurred at day 120 of the autolougus bone marrow transplantation and the

humoral immunity didn’t occur until of 120 days of study.

Key-words: hemogram, flow cytometry, high dose chemotherapy.

INTRODUGAO

O transplante de células-tronco hematopoiéticas consiste na infusdo de células com a
funcdo de restabelecer a hematopoiese no receptor. E atualmente utilizado para o tratamento
de diversas doengas neoplasicas (leucemias, linfomas, mieloma multiplo) e ndo neoplasicas
(aplasia medular, hemoglobinopatias, disturbios metabdlicos ou imunolégicos congénitos e
doengas auto-imunes) (BITTENCOURT & ROCHA, 2006).

O transplante autélogo de células-tronco hematopoiéticas consiste no uso de doses
mieloablativas de quimioterapia, associada ou n&o a radioterapia, com o intuito de contornar
a resisténcia das células neoplasicas as doses usuais, seguida do uso das células-tronco
para resgatar ou acelerar a recuperagao da hematopoiese (BITTENCOURT & ROCHA,
2006).

Por mais de quatro décadas, o cao serviu como modelo animal para o estudo dos
principios e técnicas dos transplantes de células tronco hematopoiéticas, aplicaveis aos
seres humanos (THOMAS & STORB, 1999). Experimentos utilizando regimes de
condicionamento mieloablativos, de irradiagao corporea total (WEIDEN et al., 1979; DEEG et
al., 1985) ou ciclofosfamida em doses letais (EPSTEIN et al., 1969), seguidos de transplante
autdlogo de medula 6ssea em cdes com linfoma, foram realizados com pouco sucesso
devido as muitas complicacdes relacionadas ao transplante, resultando na morte precoce
dos animais, além de tempo insuficiente de acompanhamento dos mesmos.

FRIMBERGER et al. (2000) conduziram tratamentos quimioterapicos com doses

elevadas, seguidos de transplantes autdlogos de medula 6ssea, em cdes com linfoma.
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Verificaram tempo médio de remissdo 10% maior do que aquele dos caes tratados com
quimioterapia convencional. Nos animais tratados, a remissdo foi induzida com
poliquimioterapia, seguida de dose Unica de ciclofosfamida (500 mg/m?) e infusdo de medula
Ossea autologa.

De acordo com MARIN et al. (1999), apds o transplante de medula 6ssea, ocorre um
periodo variavel de imunoincompeténcia, e durante este periodo, como o numero e a
propor¢ao de células T e B estdo deprimidos, ocorrem infecgbes bacterianas, virais e
fungicas oportunistas. Desta forma, a imunofenotipagem de linfécitos pode oferecer uma
oportunidade para avaliar o processo de repopulagao.

Além disso, o conteudo de linfécitos presentes no enxerto influencia o desfecho dos
transplantes de células-tronco hematopoiéticas de diferentes maneiras. A “pega” tanto de
transplante autélogo quanto alogénico € facilitada pela presengca de determinadas
subpopulagdes de linfécitos no enxerto. Por outro lado, a retirada de células T do enxerto
estd associada a uma maior probabilidade de “ndo pega” do enxerto (BITTENCOURT &
ROCHA, 2006).

Diante disto, se propds quantificar as subpopulagdes linfocitarias CD5"CD4*, CD5'CD8"
e CD45°CD21" no sangue periférico e na medula éssea de cdes com linfoma em remisséo
que foram submetidos ao transplante autélogo de medula 6ssea, nos primeiros 120 dias

decorridos.

MATERIAL E METODOS
Animais

Compuseram este estudo, como controle, dez caes da raga Beagle, machos e fémeas,
ndo castrados, com peso médio de 11.45+2.54 Kg, idade média de 7+3.20 anos,
procedentes do canil do Laboratério de Pesquisa em Nutricdo e Doengas Nutricionais de
Caes e Gatos do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, Unesp, Campus de Jaboticabal, considerados higidos com base no
exame clinico, hemograma, perfil hepatico, renal e exame coproparasitologico.

O grupo de animais com linfoma em remissao foi composto por sete cdes que foram

atendidos pelo Servigo de Oncologia Veterinaria do Hospital Veterinario “Governador Laudo
Natel” da FCAV-UNESP.
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O diagndstico prévio de linfoma foi firmado com base nos achados clinicos, citolégicos
de aspirado de agulha fina e ou bidpsia de nddulo um linfonodo com bases nos critérios de
classificagdo morfolégica descritos por Fournel- Fleury et al. (2002).

Todos os animais com linfoma foram submetidos ao exame clinico, classificacdo
anatbmica e estadiamento da neoplasia de acordo com os critérios propostos pela
Organizagao Mundial de Saude.

Os animais acometidos foram classificados com base no exame clinico,
ultrassonografico, radiografico e analise do sangue e da medula 6ssea, em estadios (I a V) e

subestadios (a ou b).

Tratamento

Quimioterapia

Os animais com linfoma foram tratados de acordo com o protocolo quimioterapico de
Madison-Wisconsin, para indugéo da remissao, que incluiu sulfato de vincristina (0,75 mg/mz,
IV), L-asparaginase (400 Ul/kg, IM), ciclofosfamida (250 mg/m? VO), doxorrubicina (30
mg/m?, perfusdo) e prednisona (2 — 0,5 mg/kg/dia).

Transplante autélogo de medula 6ssea

Ao fim da fase de indugdo da remissdo, os animais foram submetidos a uma
terapéutica com sulfa-trimetoprim, na dose de 25mg/kg. Este tratamento foi instituido por 30
dias.

Apods 15 dias da ultima sessao quimioterapica, os animais foram submetidos a uma
avaliagao clinica-hematolégica e foram submetidos a transplante autélogo de medula 6ssea
que consistiu das seguintes etapas:

- Coleta de medula dssea e processamento do material (D-4): O procedimento de

coleta de medula 6ssea foi realizado, apds o jejum hidrico de duas horas e alimentar de doze
horas, na sala de técnica cirurgica do Hospital Veterinario Governador Laudo Natel, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal — Unesp.

A hidratagdo com solugcao de NaCl a 0,9%, a fragcdo de 10mL/kg/h e a manutengao de
um acesso venoso durante todo o procedimento de colheita, foi realizado através de um

cateter devidamente colocado na veia cefalica, apds tricotomia e anti-sepsia local.
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Como procedimento anestésico e analgésico, foi realizada a pré-medicacdo com
meperidina pela via intramuscular na dose de 3 mg/Kg e com levomepromazina pela via
intravenosa na dose de 0,5 mg/kg. Apds 15 minutos desta pré-medicagéo, foi utilizado para
inducdo da anestesia, o propofol na dose de 5 mg/kg, e, para manutencgao, foi utilizada a
anestesia geral inalatéria, com intubacéo orotraqueal utilizando-se de sonda de Magill, pela
administragdo de isofluorano diluido em oxigénio, cujo fluxo total foi ajustado para 30
mL/kg/min através de circuito anestésico com reinalagdo parcial de gases (Aparelho de
Anestesia HB Galant, Sao Paulo, SP, Brasil.) dotado de vaporizador universal. Para uma
analgesia adequada, foi realizada a anestesia peridural no espaco lombossacral com
lidocaina 2%, sem vasoconstritor, na dose de 1 mL para cada 5kg de peso do animal,
associado a 2 mg/kg de tramadol. Ao final, foi realizada um aplicagdo de 4 mg/kg de tramadol
pela via subcutanea apos o retorno anestésico e, a analgesia pds-operatodria, foi feita com o
mesmo farmaco na dose de 2 mg/kg por via oral a cada oito horas durante dois dias.

Para o procedimento de coleta de medula dssea, foram necessarias trés pessoas. Duas
pessoas realizavam simultdneamente as pung¢gdes na crista iliaca do animal com o uso de
agulhas de Rosenthal e seringas de 20 mL (Figura 1). Para evitar a hemodilui¢do, cada
aspiragao nao excedia ao volume de 5 mL. Uma terceira pessoa recebia a material coletado
e o depositava em uma proveta de vidro de 500 mL e, a cada 100 mL de medula éssea,
adicionava 10 mL de meio previamente preparado. O material coletado era cuidadosamente
e periodicamente homogeinizado com um bast&o de vidro. Chegado o volume final de 10 mL
de medula 6ssea por Kg de peso do animal, o material coletado foi filtrado (Figura 2). Apds a
retirada do anticoagulante citrato-fosfato-dextrose-adenina-1 (CPDA-1) da bolsa de sangue
(Bolsa Tripla para Coleta de sangue. CPDA-1, Baxter.), o material filtrado foi introduzido na
mesma com o auxilio de uma seringa de 60 mL.

A medula 6ssea foi processada de acordo com protocolo utilizado pelo Hemonucleo e
Centro de Hematologia e Hemoterapia Dr. Ary Ferreira Dias, da Fundagédo Amaral Carvalho
(FAC) — Jau — SP. O processamento foi realizado em trés etapas, a primeira consistiu da
deplecdo das hemacias. Com a utilizagdo de hidroxietilstarch (HES) (Plasmin®
hidroxietilamido 450/0, 7-6%, Halexlstar), na proporgédo de 1:5, promoveu-se a sedimentacao
dos eritrécitos, permitindo que se transferisse estas células para uma bolsa satélite. Ainda
assim, uma camada de eritrocitos, com cerca de 2 cm permaneceu na bolsa principal. Todo

este procedimento foi realizado em uma capela de fluxo laminar, localizado nas instalacées
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do Servigo de Oncologia Veterinaria do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”. Na
segunda etapa, apds o transporte refrigerado até o Banco de Sangue Sertdozinho, localizado
na cidade de Sertdozinho — SP, que durou cerca de 30 minutos, a bolsa de medula éssea foi
centrifugada por 15 minutos, a 3000 rotagbes por minuto (rpm) e 20°C. Apos a
centrifugacdo, o plasma foi extraido, deixando um volume que n&o atingisse até 2 cm da
camada de células brancas. Na terceira etapa, a bolsa foi preparada para o congelamento e
congelada. Para suportar a temperatura de congelamento (-80°C), o material foi transferido
com uma seringa de 60 mL, para uma bolsa especial (Cryocyte® Bolsa para Congelamento
dos Componentes do Sangue 500 mL, da marca BAXTER) e o volume final foi anotado. Na
bolsa vazia, adicionou-se 40% do volume final em plasma autélogo, 40% de RPMI (Meio
RPMI 1640 - SIGMA) e 20% de dimetilsulféxido (DMSO) (Dimesol® Marcolab). Ao adicionar
este ultimo, manteve-se a bolsa em uma cuba com gelo, para evitar os danos nas células,
provocados pelo aquecimento na adigdo do DMSO. Homogenizou-se este preparado e
transferiu-se este conteudo para a bolsa de congelamento com uma seringa de 60 mL.
Iniciou-se entdo o processo de congelamento manual da bolsa de medula éssea. Manteve-se
a bolsa por uma hora em refrigerador (4°C), depois por mais duas horas em freezer (-4°C) e
finalmente no freezer -80°C, instalado no Brazilian Collection Clone (BCC) ou no
Departamento de Reprodugdo Animal da FCAV/UNESP-Jaboticabal — SP, onde permaneceu

até seu descongelamento e infusdo, quatro dias depois.

Figura 1: Procedimento de coleta de medula 6ssea na crista iliaca de um céo, para o

transplante autdlogo de medula 6ssea.
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Figura 2: Procedimento de filtragem de toda a medula éssea colhida.

- Condicionamento (D-2): O condicionamento dos animais com linfoma foi realizado

dois dias ap6s a colheita, ou seja, dois dias antes da infusdo da medula éssea. O protocolo
utilizado, uma modificagdo do protocolo de Frimberger et al. (2006) e daquele utilizado para
administragdo do quimioterapico ifosfamida (LANORE & DELPRAT, 2004), foi realizado em
trés etapas. Na primeira, realizou-se fluidoterapia intravenosa com solugdo NaCl a 0,9%
(Glicolabor), a fragao de 30 mL/kg/h) por 30 minutos, seguida da infusdo de Mesna (Mitetan®
100 mg/mL Baxter Oncology) por via intravenosa, sendo que a dose utilizada foi a dose da
ciclofosfamida X 0,4 e, da administracdo de Ondansetrona (Vonau® 0,1 — 0,22 mg/kg Biolab)
por via oral, sendo a mesma dose repetida oito horas depois. A segunda etapa, foi o
condicionamento propriamente dito, no qual se infundiu a ciclofosfamida (Cycram® Meizler)
previamente diluida com 50 mL de agua para injecdo, na dose de 500 mg/m?, que foi foi
transferida para um frasco de 125 mL de solugdo NaCl a 0,9% (Glicolabor) para ser
infundida. Na terceira etapa, administrou-se furosemida (2 mg/kg) (Teuto) e manteve-se a
fluidoterapia por cinco horas (fracdo de 30 mL/kg/h) e repetiu-se a aplicagcdo da Mesna na
segunda e quinta horas apds o término da administracdo da ciclofosfamida. Todo este
procedimento foi realizado no Laboratério de Oncologia do SOV da FCAV/UNESP -
Jaboticabal — SP.
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Infusdo da medula 6ssea (D0): Primeiramente, a bolsa de medula 6ssea foi retirada do

freezer (-80°C) e colocada imediatamente em banho-maria a 37°C, no laboratério de
Patologia Clinica do Hospital Veterinario "Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP. A
infusdo da suspensao de células da bolsa de medula 6ssea foi realizada apés 30 minutos de
fluidoterapia intravenosa a base de NaCl a 0,9% (Glicolabor), na fragdo de 30mL/kg/h e apds
a administragdo de Ondansetrona (Vonau®, Biolab) na dose de 0,1 — 0,22 mg/kg por via oral.
Para a infusdo da bolsa de medula 6ssea, utilizou-se um equipo para infusdo de sangue
(Embramed). Durante tal procedimento e apds o término do transplante, os animais foram
monitorados frequentemente quanto aos seus sinais vitais. A fluidoterapia foi mantida pelo

tempo minimo de 40 minutos.

Figura 3: Procedimento de infusdo da bolsa de medula éssea (DO0).

Uso de fator estimulador de colénia:

Um fator estimulador de colénia de granuldcitos (Filgrastin® - Blausiegel) foi
administrado aos animais (5 pg/kg/dia) por via subcuténea, durante quatro dias consecutivos
apos o transplante com o intuito de acelerar a reconstituicio hematopoética. A data de inicio
da administragdo do Filgrastin® variou para cada animal em virtude da resposta individual

das contagens neutrofilicas. Dessa forma, a administragdo deste farmaco variou entre o dia
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D+3 e D+9. Dois animais néo receberam o referido farmaco, pois apresentaram leucopenia

leve e assim, a aplicagéo do fator estimulado de colénia ndo se fez necessaria.

Avaliagao Hematolégica e Imunofenotipica

A avaliagdo hematologica e imunofenotipica do sangue foram realizadas quatro dias
antes e sete, 14, 28, 60, 90 e 120 dias apds a infusdo da medula éssea. A avaliagao
imunofenotipica da medula 6ssea ocorreu quatro dias antes e sete, 14 e 28 dias apos a
infusdo da medula éssea. Todos os procedimentos realizados foram os mesmos daqueles

descritos no capitulo 2.

Analise Estatistica

A analise estatistica empregada foi o teste de Kruskal-Wallis, um teste nao
parameétrico conhecido como teste H, devido a variagdo dos valores das parcelas e pelo fato
do numero de parcelas nao ser o mesmo do inico ao fim da avaliagdo, em decorréncia do
obito de um animal. (AYRES et al., 2003).

RESULTADOS

Apods 20 meses de acompanhamento, trés animais estdo vivos e em remissao clinica e
hematolégica completa. Dos cinco animais que vieram a ébito, um animal recidivou entre a
colheita da medula éssea e a infusdao da mesma e, veio a 6bito apos os 120 dias de estudo.
Um outro animal, recidivou entre os 60 e 90 dias, vindo a 6bito logo apds os 90 dias do
transplante. Um terceiro animal recidivou aos 90 dias do transplante e veio a 6bito apds os
120 dias. Estes trés animais foram submetidos novamente ao protocolo de Madison-
Wisconsin, assim estes animais foram excluidos do protocolo experimental quando
recidivaram, para evitar influéncia da quimioterapia de resgate. O quarto animal teve recidiva
subita apds os 120 dias, vindo a 6bito logo em seguida da recidiva.

Com relacao a antibioticoterapia, um animal apresentou mielotoxicidade apds cerca de
5 dias de terapéutica e, como este periodo coincidiu com a colheita da medula 6ssea, foi

necessaria a utilizagao de fator estimulador de col6énia de granuldcitos por dois dias.
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Hemograma

Os valores médios obtidos para o hemograma, assim como as representacdes

graficas para este, estdo dipostos na tabela 1 e nas figuras de 4 a 12, respectivamente.

As linhas tracejadas nos graficos se referem aos valores maximos e minimos do

intervalo de valores considerados de referéncia pelo Laboratério de Patologis Clinica do

Hospita Veterinario “Governador Laudo Natel”.

Tabela 1: Valores médios obtidos para o hemograma de cdes com linfoma em remissao nos
dias D-4, D+7, D+14, D+28, D+60, D+90 e D+120 do transplante autélogo de

medula éssea.

D-4 D+7 D+14 D+28 D+60 D+90 D+120 P

Hemacias(x10'%/uL) 4,74 5,35 5,03 6,02 5,60 5,32 4,73 0,12
Hemoglobina (g/L) 110 120 120 130 130 120 110 0,63
Hematocrito (L/L) 3,2 3,7 3,5 4,1 3,8 3,6 3,2 0,13
VCM (fL) 68 69 69 69 68 68 68 0,80
CHCM (g/L) 340 330 340 310 330 330 340 0,61
Plaquetas (x10°/L) 260 230 339 386 318 364 302 0,17
Leucécitos (x10°/L) 6,71 8,00 964 10,74 9,76 8,74 5,00 0,36
Basofilos (x10°/L) 0,00 0,03 0,01 0,00 0,02 0,00 0,00 0,99
Eosindfilos (x10°/L) 0,37 0,42 0,55 0,81 0,35 0,50 0,44 0,77
Bastonetes (x10%/L) 0,04 0,21 0,07 0,08 0,20 0,09 0,00 0,06
Segmentados (x10%/L) 4,62 4,91 7,10 7,99 6,95 7,10 3,76 0,37
Linfécitos (x10%/L) 1,38 1,98 1,42 1,51 2,02 0,85 0,69 0,70
Monécitos (x10%L) 0,34 0,45 0,49 0,35 0,22 0,20 0,10 0,20
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Eritrograma
Os valores médios obtidos para a contagem global de hemacias (Figura 4),

concentragdo de hemoglobina (Figura 5) e taxa de hematdcrito (Figura 6), apresentaram-se
abaixo dos valores considerados de referéncia em quase todos os momentos, com excegao
do dia D+28 e D+60 do transplante autdlogo de medula 6ssea. Os menores valores para este
parametro foram observados no inicio e ao fim da avali¢do, ou seja, no D-4 e D+120.

Assim, nota-se que os animais ja se apresentavam anémicos antes do transplante, ou
seja, a anemia possivelmente ndo esta relacionada com o transplante e sim, com a
quimioterapia utilizada anteriormente, para a indug¢do da remisséo, pois Olgive & Moore,
(1995) relatam que a anemia € um efeito colateral da quimioterapia e se desenvolve mais
tardiamente que a neutropenia e trombocitopenia.

Quando analisa-se o volume das hemacias (figura 7), verifica-se que a distribui¢gdo do
volume corpuscular médio ao longo dos dias foi linear, demonstrando assim, uma anemia
normocitica. Em relagdo a concentragdo de hemoglobina corpuscular média (Figura 8),
verifica-se que esta foi inversamente proporcional a distribuicdo da contagem global de
hemacias, mas praticamente se manteve dentro do intervalo de referéncia. Desta forma,
pode-se considerar a anemia como normocrémica. Fato este, que condiz com alguns
autores, que ressaltam que a anemia € geralmente comum, e de carater crénico (normocitica
normocrémica e nao regenerativa) ou, com menor frequéncia, hemolitica de origem
imunomedida (OGILVIE & MOORE, 1995, TESKE, 1996; VAIL et al., 2001; DHALIWAL et al.,
2003a; ETTINGER, 2003).
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Hemacias
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Figura 4: Médias da contagem global de hemacias (x10'%/L) em cdes com linfoma em
remissado nos dias D-4, D+7, D+14, D+28, D+60, D+90 e D+120 do transplante
autélogo de medula dssea.
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Figura 5: Médias da concentragdo de hemoglobina (g/L) em cdes com linfoma em remissao
nos dias D-4, D+7, D+14, D+28, D+60, D+90 e D+120 do transplante autdlogo de

medula 6ssea
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Hematdcrito
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Figura 6: Médias do hematocrito (L/L) em cdes com linfoma em remissao nos dias D-4, D+7,
D+14, D+28, D+60, D+90 e D+120 do transplante autélogo de medula éssea
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Figura 7: Médias do volume corpuscular médio (VCM) (fL) em caes com linfoma em
remissédo nos dias D-4, D+7, D+14, D+28, D+60, D+90 e D+120 do transplante

autélogo de medula dssea.
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Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)

35,00 -
3400 | * A
33,00 \/

32,00 -

31,00 ~

BD‘DD T T T T T T 1
D-4 D+7 D+14 D+28 D+60 D+90 D+120

g/l

Figura 8: Médias da concentragdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM) (g/L) em caes
com linfoma em remisséo nos dias D-4, D+7, D+14, D+28, D+60, D+90 e D+120 do

transplante autdlogo de medula 6ssea.

Plaguetograma

Os valores médios obtidos para a contagem global de plaquetas, embora ndo tenham
demonstrado diferengas signficantes quando analisados estatisticamentee permanecerem
dentro do intervalo de referéncia, apresentaram uma pequena diminuicdo sete dias apos o
transplante e um aumento 14 dias apos o transplante. Esta pequena diminui¢do pode estar
relacionada com o emprego da ciclofosfamida em alta dose, concomitantemente com o uso
do filgrastim e, o aumento aos 14 dias, pode significar que ndo ha mais influéncia de
farmacos, pelo menos no que se diz respeito ao filgrastim, ja que os efeitos deste

medicamento cessam apos sete dias do fim de sua utilizag&o.
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Plaquetas
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Figura 9: Médias da contagem global de plaquetas (x10%L) em cdes com linfoma em
remissado nos dias D-4, D+7, D+14, D+28, D+60, D+90 e D+120 do transplante

autélogo de medula dssea.

Leucograma
Ao analisar os valores médios da contagem global de leucdcitos e da contagem

absoluta de neutrofilos segmentados (Figura 10 e 11), nota-se que estes valores
apresentaram-se de forma semelhante ao longo do periodo estudado. Observa-se que sete
dias apos o transplante, o pequeno aumento de leucdécitos € em decorréncia, em parte, do
aumento de neutrdfilos bastonetes (Figura 12), que pode ser interpretado como um efeito da
aplicacao do fator estimulador de colénia de granulécitos, utilizado neste periodo.

De acordo com a bula técnica deste medicamento, o filgrastim provoca aumento
evidente nas contagens de neutréfilos no sangue periférico em vinte e quatro horas, com
elevagdes minimas dos mondcitos, fato que pode ser observado em todos os animais que
foram submetidos a este tratamento. Porém, a maior contagem de leucdcitos, foi observada
e um Unico animal, que apresentou uma leucocitose de 20 x 10°células/L , decorrente do
aumento de neutréfilos segmentado e bastonetes, apdés quatro dias de aplicacédo de
filgrastim.

Apés 14 dias do transplante, observa-se um pequeno aumento na contagem global de
leucdcitos e na absoluta de neutrofilos segmentados, que pode ser interpretada como um

inicio da recuperagdo hematopoiética, ja que, de acordo com a bula técnica do filgrastim,
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apo6s o término da terapéutica a quantidade de neutréfilos circulantes diminui cerca de 50%
em um a dois dias, e para niveis normais em um a sete dias.

Desta maneira, pode-se comprovar o fato relatado na bula técnica do filgrastim de que
0 uso deste farmaco, assim como em pacientes humanos submetidos a quimioterapia
citotdxica ou terapia mieloablativa leva a redugdes significativas na incidéncia, severidade e
duracao da neutropenia e neutropenia febril. Além disso, os pacientes humanos tratados com
quimioterapia citotoxica e filgrastim requerem menor numero de admissdes hospitalares e
dias de hospitalizacdo, apresentando necessidade reduzida de antibiéticos quando
comparados aos pacientes tratados apenas com quimioterapia citotéxica.

A contagem global de leucécitos e a absloluta de neutréfilos segmentados, comegou a
diminuir apos os 28 dias do transplante e, o menor valor para estes trés parametros, foi

observado aos 120 dias apds o transplante.

Leucodcitos
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Figura 10: Médias da contagem global de leucdcitos (x10%L) em cdes com linfoma em
remissédo nos dias D-4, D+7, D+14, D+28, D+60, D+90 e D+120 do transplante

autélogo de medula dssea.
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Neutrofilos Segmentados
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Figura 11: Médias da contagem absoluta de neutréfilos segmentados (x10°/L) em cdes com
linfoma em remissédo nos dias D-4, D+7, D+14, D+28, D+60, D+90 e D+120 do

transplante autdlogo de medula 6ssea.

Embora em alguns pacientes humanos com neutropenia cronica severa, o uso do
filgrastim possa induzir um leve aumento no numero de eosindfilos e basdfilos circulantes e,
alguns destes pacientes possam também apresentar eosinofilia ou basofilia anterior ao
tratamento, ndo de observaram alteracdes importantes nestes tipos celulares no periodo em

questao.

Linfocitos
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Figura 12: Médias da contagem absoluta de linfécitos (x10%/L) em cdes com linfoma em
remissédo nos dias D-4, D+7, D+14, D+28, D+60, D+90 e D+120 do transplante

autélogo de medula 6ssea.
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A populagao de linfocitos ndo se alterou até os sessenta dias apos o transplante e,
aos 90 e 120 dias notou-se uma diminuicdo desta populagdo, que pode ser interpretada
como uma supressao prolongada nos animais em remissao.

Os valores médios da contagem absoluta de mondcitos também se apresentaram de
maneira uniforme e diminuidos principalmente a partir dos 60 dias apés o transplante. Mas a

monocitopenia ndo tem um significado especifico (BIENZLE, 2000).

Imunofenotipagem de linfécitos

Para ter como referéncia de valores, foi realizada a imunofenotipagem de linfécitos no

sangue periférico e na medula 6ssea de caes considerados higidos, e o resultados obtidos
estdos dipostos nas tabelas 2, 3 e 4 a seguir.

Tabela 2: Valores relativos médios, maximos e minimos e, desvios padrdo, das

subpopulacdes linfocitarias CD5'CD4", CD5'CD8" e CD45°CD21" no sangue
periférico de caes sadios (grupo controle).

Média Maximo  Minimo Desvio

% % % Padrao

CD5°CD4" 36.95 49,25 26,10 7.51
CD5'CDS8’ 19.95 28,05 12,99 4.74
CD45°CD21" 15.24 25,03 8,35 6.02

Tabela 3: Valores absolutos médios, maximos e minimos e, desvios padrdo, das

subpopulagdes linfocitarias CD5'CD4", CD5'CD8" e CD45°CD21" no sangue
periférico de caes sadios (grupo controle).

Média Maximo  Minimo Desvio
x10%L  x10%L  x10%L  Padrdo

CD5'CD4" 546.18 908,11 275,45  206.78
CD5'CDS8" 281.50 51547 169,69 102.79
CD45'CD21"  241.11 397,65 94,45 112.94
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Tabela 4: Valores relativos (%) médios, maximos e minimos e, desvios padrdo, das
subpopulagdes linfocitarias CD5'CD4", CD5'CD8" e CD45'CD21" na medula

Ossea de cées sadios (grupo controle).

Média Maximo  Minimo Desvio.

% % % Padrao
CD5°CD4" 0.01 0.05 0.00 0.02
CD5'CDS8’ 0.06 0.31 0.00 0.12
CD45°CD21" 0.03 0.10 0.00 0.03

Embora os valores encontrados para a medula 6ssea de cées sadios parecam estar
subestimados, estes sdo muito semelhantes daqueles encontrados em seres humanos (JEE
OH et al., 1997). Além disso, foram obtidos somente dentro da “gate” de linfocitos e a dupla

marcagao exclui a possibilidade de se marcar outras células.

Tabela 5: Valores relativos médios das subpopulagées linfocitarias CD5°CD4", CD5'CD8" e
CD45"CD21" no sangue periférico de cdes com linfoma em remissdo nos dias D-4,

D+7, D+14, D+28, D+60, D+90 e D+120 do transplante autélogo de medula d6ssea.

% D-4 D+7 D+14 D+28 D+60 D+90 D+120 P
CD5'CD4" 25,12 14,09 21,46 14,88 4,60 585 2996 0,16
CD5'CD8" 11,88 14,47 17,26 12,09 9,79 4,52 14,32 0,61

CD45'CD21" 9,53 3,51 3,93 5,55 392 1019 1505 097

Tabela 6: Valores absolutos médios das subpopulagdes linfocitarias CD5'CD4", CD5'CD8" e
CD45'CD21" no sangue periférico de cdes com linfoma em remissdo nos dias D-4,
D+7, D+14, D+28, D+60, D+90 e D+120 do transplante autélogo de medula d6ssea.

x10°/L D-4 D+7 D+14  D+28 D+60 D+90  D+120 P
CD5'CD4" 296,28 339,44 34294 100,57 81,53 79,51 501,47 007
CD5'CD8" 224,31 28426 276,39 77,92 166,94 50,00 193,72 0,36

CD45'CD21" 277,80 11852 4908 37,86 4859 109,43 18867 0.89
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Tabela 7: Valores relativos médios das subpopulacdes linfocitarias CD5'CD4*, CD5'CD8" e
CD45'CD21" na medula éssea de caes com linfoma em remiss&o nos dias D-4,

D+7, D+14 e D+28 do transplante autélogo de medula 6ssea.

% D-4 D+7 D+14 D+28 p
CD5'CD4" 6,39 1,35 220 1,73 0,12
CD5'CD8" 6,08 2,36 409 3,26 0,34

CD45'CD21" 0,60 0,19 0,77 3,85 0,69

A diminuig&o relativa da subpopulagéo linfocitaria CD5'CD4" observada sete dias
apés o transplante, corrobora com os achados de Marin et al. (1999) que encontrou esta
deplecdo neste mesmo periodo, quando avaliou a subpopulacdo CD4" em pacientes
humanos apos transplante autélogo ou alogénico de medula 6ssea. Na medula 6ssea, esta
diminui¢cdo, embora n&o significativa, foi muito mais evidente do que a observada no sangue
periférico. Assim, pode-se interpretar estas alteragdes no sangue periférico, como um reflexo
do que ocorreu na medula.

Tanto relativo quanto absoluto, os menores valores de células T auxiliares foram
observados aos 60 e 90 dias apds o transplante e, o maior valor aos 120 dias apds o
transplante.

Apos quimioterapia intensiva e apos o transplante de medula éssea, a regeneragao
das células T CD4" é relativamente rapida em criangas que apresentam aumento de
isoformas de alto peso de células CD45" e apresentam aumento do timo apos a conclusdo
da quimioterapia. Em contraste, adultos demonstram prolongada deplegdo de células CD4"

ap6s quimioterapia que promove supressao de células T e apds o transplante de medula

o0ssea (MACKALL, 1997). Assim, pode-se considerar que, com em criangas, a recuperagao
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de células T CD4" é rapida, ja que ocorre até 120 dias apds o transplante. Porém, deve-se

levar em consideracido que a dose quimioterapica utilizada neste estudo é submieloablativa.
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Figura 13: Valores médios relativos da subpopulagéo linfocitaria CD5'CD4" no sangue
periférico de cades com linfoma em remissdo nos dias D-4, D+7, D+14, D+28,

D+60, D+90 e D+120 do transplante autélogo de medula 6ssea.
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Figura 14: Valores absolutos médios da subpopulagéo linfocitaria CD5°'CD4" no sangue
periférico de cades com linfoma em remissao nos dias D-4, D+7, D+14, D+28,

D+60, D+90 e D+120 do transplante autélogo de medula 6ssea.
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Figura 15: Valores relativos médios da subpopulagéo linfocitaria CD5'CD4" medula dssea
de caes com linfoma em remissao nos dias D-4, D+7, D+14 e D+28 do transplante

autélogo de medula 6ssea.

Marin et al. (1999) observaram que enquanto a subpopulagdo CD4+ diminuia aos sete
dias apdés o transplante, as células CD8+ aumentavam, fato que também ocorreu no
presente estudo. O mesmo néo foi observado na medula éssea, que poderia ser explicado
por uma mobilizagado destas células para o sangue periférico.

De acordo com Bittencourt & Rocha (2006), um conteudo aumentado de células
CD3+CD8+ no enxerto de medula Ossea proporciona recuperacao mais rapida dos
neutréfilos apds o transplante. Isto pode explicar, juntamente com o uso do filgrastim, o
aumento de neutrdfilos bastonetes no sangue periférico aos sete dias apds o transplante.
Porém, o aumento de neutréfilos segmentados s6 ocorreu posteriormente, aos 14 dias. Além
disso, quando se observa aos 120 dias a recuperagdo de células T citotéxicas, ndo se
observaram aumento nas contagens de neutréfilos jovens e maduros.

MACKALL, 1997 afirma que assim com das células T CD4", a recuperacéo das células

T CD8" também tem inicio aos 120 dias apds o transplante de medula 6ssea, fato que
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também foi observado neste estudo, pois € neste momento que ocorre aumento destas
subpopulacées linfocitarias apds um periodo de deplecao.

Embora a recuperagédo rapida de linfécitos T citotoxicos esteja relacionada com a
estimulagcdo génica observada no transplante alogénico, esta explicagdo nédo pode ser
aplicada ao transplante autélogo, ja que nao ocorre estimulagdo génica neste ultimo

(MACKALL, 1997).
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Figura 16: Valores médios relativos da subpopulacéo linfocitaria CD5'CD8" no sangue
periférico de caes com linfoma em remissao nos dias D-4, D+7, D+14, D+28,

D+60, D+90 e D+120 do transplante autélogo de medula 6ssea.
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Figura 17: Valores médios absolutos da subpopulacdo linfocitaria CD5'CD8" no sangue
periférico de cades com linfoma em remissao nos dias D-4, D+7, D+14, D+28,

D+60, D+90 e D+120 do transplante autélogo de medula 6ssea.
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Figura 18: Valores relativos médios da subpopulacédo linfocitaria CD5'CD8" na medula
O0ssea de caes com linfoma em remissao nos dias D-4, D+7, D+14 e D+28 do

transplante autdlogo de medula 6ssea.

Os linfocitos B apresentaram-se reduzidos no sangue periférico por até 60 dias apos o
transplante e na medula éssea por 28 dias. No estudo de Marin et al. (1999) observou-se
também esta diminuicdo, porém por 90 dias. Esta variagado pode ser explicada pela recidiva

de um animal que apresentava linfoma B, aos 90 dias apo6s o transplante.
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Figura 19: Valores médios relativos da subpopulacéo linfocitaria CD45"CD21" no sangue
periférico de caes com linfoma em remissao nos dias D-4, D+7, D+14, D+28,

D+60, D+90 e D+120 do transplante autélogo de medula 6ssea.
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Figura 20: Valores médios absolutos da subpopulagéo linfocitaria CD45°CD21" no sangue
periférico de caes com linfoma em remissao nos dias D-4, D+7, D+14, D+28,

D+60, D+90 e D+120 do transplante autélogo de medula 6ssea.
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Figura 21: Valores médios relativos da subpopulacéo linfocitaria CD5'CD8" na medula
ossea de caes com linfoma em remissdo nos dias D-4, D+7, D+14 e D+28 do

transplante autdlogo de medula 6ssea.
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Conclusodes

Diante dos resultados obtidos, analisados e interpretados pode-se concluir que a
anemia presente nos animais transplantados ndo é decorrente do transplante autélogo de
medula 6ssea e sim da imunossupressao prévia causada pelo tratamento quimioterapico
para a indugcdo da remissdao. Quanto a recuperagdao das subpopulagdes linfocitarias
estudadas, pode-se afirmar que esta ocorre de maneira relativamente rapida apods o
transplante autélogo de medula 6ssea em caes com linfoma em remissao, provavelmente em
decorréncia da dose quimioterapica submieloablativa. Além disso, a dose de 500 mg/m? de
ciclofosfamida nao foi suficiente para condicionar adequadamente todos os animais, pois
alguns animais n&o apresentaram leucopenia e ndo se fez necessario o uso de fator
estimuilador de colénia e, também os caes que apresentaram um maior periodo de
imunossupressao, nao apresentaram recidiva durante 20 meses de acompanhamento.
Assim, o condicionamento com a alta dose de quimioterapia pode ser a explicacdo para as

remissoes e para as recidivas.
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