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REGISTRO DE IMPACTO

Este estudo contribui para o avango da oncologia veterinaria ao propor a
lactato desidrogenase (LDH) como biomarcador acessivel e promissor no
monitoramento terapéutico e na detecgao precoce de recidivas em caes com

linfoma multicéntrico de alto grau.

IMPACT STATEMENT

This study advances veterinary oncology by proposing lactate
dehydrogenase (LDH) as an accessible and promising biomarker for therapeutic
monitoring and early relapse detection in dogs with high-grade multicentric

lymphoma.



o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp

Campus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA DISSERTACAO: CORRELACAO DA ATIVIDADE DA LACTATO DESIDROGENASE COM
VARIAVEIS CLINICOLABORATORIAIS EM CAES COM LINFOMA
MULTICENTRICO DE ALTO GRAU

AUTOR: RAFAEL COSTA BITENCOURT
ORIENTADOR: ANDRIGO BARBOZA DE NARDI
COORIENTADOR: RODRIGO DOS SANTOS HORTA

Aprovado como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias Veterinérias,
area: Saude Animal pela Comissdo Examinadora: Documento assinado digitalmente

ub ANDRIGO BARBOZA DE NARDI
g Data: 25/02/2025 06:17:12-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. ANDRIGO BARBOZA DE NARDI (Participacao Virtual)
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria / FCAV UNESP Jaboticabal

Documento assinado digitalmente

ub NICOLE REGINA CAPACCHI HLAVAC VINCENZI
g Data: 24/02/2025 10:34:28-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. NICOLE REGINA CAPACCHI HLAVAC VINCENZI (Participagao Virtual)
Departamento de Anatomia / Universidade Federal da Bahia (UFBA) - Salvador/BA

Documento assinado digitalmente

ub MIRELA TINUCCI COSTA
g Data: 24/02/2025 10:53:39-0300

verifique em https:/fvalidar.iti.gov.br

Profa. Dra. MIRELA TINUCCI COSTA (Participacao Virtual)
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria / FCAV UNESP Jaboticabal

Jaboticabal, 24 de fevereiro de 2025

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal -
Via de Acesso Professor Paulo Donato Castellane, s/n, s, 14884900
https://www.fcav.unesp.br/#!/pos-graduacao/programas-pg/medicina-veterinaria/CNPJ: 48.031.918/0012-87.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Rafael Costa Bitencourt — Nascido em Itabuna, Bahia, Brasil, no
dia 08 de novembro de 1996. Possui graduacdo em Medicina Veterinaria
(2014-2020) pela Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), lIhéus,
Bahia. Durante a graduacao, foi bolsista de projetos de iniciacao cientifica
nas areas de Patologia Animal (2017-2018) e Clinica Médica de Céaes e
Gatos (2018-2019). Ainda na graduacdo, participou do projeto de
extensdo intitulado “Atendimento clinico ambulatorial médico veterinario”
(2018-2019), bem como foi bolsista de iniciagdo a docéncia na disciplina
Nutricdo Clinica de Cées e Gatos (2017-2018). Realizou estagios ao longo
do curso nas areas de Clinica Médica e Cirlrgica de Caes e Gatos e
Clinica Médica de Equinos. Por final, estagio curricular na Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal, na é&rea de
Oncologia Veterinaria (2019), e na Universidade Federal da Bahia (UFBA)
na area de Clinica Médica de Caes e Gatos (2019). Ao finalizar a
graduacdo, ingressou no Programa de Residéncia Médico Veterinaria
(lato sensu), como bolsista pelo Ministério da Educacdo (MEC), no
Hospital de Medicina Veterinaria (HOSPMEV) da UFBA, com atuacéo na
area de Clinica Médica de Carnivoros Domeésticos (2020-2022). Durante
a residéncia, realizou estagio na area de Anestesiologia e Medicina de
Emergéncia Veterinaria (2021). Em sequéncia, trabalhou em hospitais,
atuando nas areas de Clinica Médica Geral de Cédes e Gatos e com
atendimentos de urgéncia, emergéncia e acompanhamento de pacientes
em Unidade de Tratamento Intensivo (UTI), bem como na coordenacéo
do internamento do Hospital ANIMALMED, localizado em Salvador, Bahia.
Atualmente, é mestrando do programa de Ciéncias Veterinarias em
Clinica Médica Veterinaria, com énfase em Oncologia Veterinaria, na
UNESP — Campus de Jaboticabal (2023-2025), e faz parte do Servico de
Oncologia Veterinaria (SOV) dessa mesma instituic&o.



“On ne voit bien qu’avec le cceur.
L’essentiel est invisible pour les
yeux.”

(Antoine de Saint-Exupéry)



Dedico este trabalho ao Prof. Dr. Aureo Evangelista Santana (in
memoriam), cuja sabedoria, generosidade e nobreza de espirito marcaram
profundamente minha trajetoria. Sua constante fé em meu potencial e o incentivo
para algar voos mais altos foram verdadeiras bussolas, guiando-me mesmo nos
momentos mais desafiadores. Sua presenga e exemplo, repletos de humanidade
e inspiragédo, permanecerao eternamente vivos na minha memaoria € nos meus

passos.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, expresso minha mais profunda gratiddo aos meus pais,
que, mesmo a distancia, sempre se fizeram presentes, incentivando-me a
prosseguir e a superar os desafios dessa trajetéria académica.

A minha familia, especialmente aos meus irmaos e avés, por acreditarem
incondicionalmente em mim e nos espagos que eu poderia conquistar.

Aos meus amigos, que mesmo distantes estiveram ao meu lado, em
especial aqueles que compartilharam o dia a dia, oferecendo palavras de
conforto e resiliéncia que foram fundamentais para continuar nessa jornada.
Aqui, um agradecimento especial a Bianca Nicchio e a Flavia Abbude, amigas
que levarei comigo para toda a vida. A verdadeira amizade transcende qualquer
distancia.

Aos amigos que conquistei em Jaboticabal, minha profunda gratidao por
cada momento de apoio, pelas conversas e pelas risadas que suavizaram e
alegraram o percurso da pos-graduagao. Em especial, agradeco a Jeane Leyte,
cuja humildade e altruismo sdo virtudes que admiro profundamente e que
estiveram comigo desde os primeiros meses aqui; e a Verbnica Terrabuio, amiga
que trouxe leveza e alegria aos dias mais simples, tornando-os inesqueciveis.

A Mariana Araujo, pela amizade, mesmo com os ocasionais “delays”, mas
sempre marcada pelo conforto e pela lealdade de suas palavras, que foram
fundamentais para minha jornada em um ambiente novo.

Ao meu eterno orientador e mentor, Prof. Dr. Aureo Evangelista Santana
(in memoriam), que abriu as portas da Universidade Estadual Paulista (UNESP)
— Campus de Jaboticabal, acolhendo-me como seu orientando de mestrado e
transformando um sonho em realidade. Serei eternamente grato por suas
palavras sabias e por sua generosidade, que servirdo de inspiragao ao longo de
toda a minha vida. Infelizmente, os bons partem cedo, e sua ilustre presenga
fisica fara falta para sempre.

Aos membros do Servigo de Oncologia Veterinaria (SOV), que deixaram
de ser apenas colegas e se tornaram amigos, sou imensamente grato pelo
auxilio e suporte ao longo dessa jornada. Agradeco especialmente a Dra.
Michelle Rocha, minha dupla de atendimento, que me ensinou valiosos

conhecimentos sobre oncologia e sobre a vida; e a Adilson Paulo Marchioni, Lais



Menescal, Beatriz Furlan, Gabriel Carra e Natalia Leite, pela ajuda e parceria
inestimaveis.

Ao Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria (LPCV), registro meu
agradecimento pelo acolhimento e suporte. Em especial, agradec¢o a Dra. Leticia
Anai, a Maria Angela Coelho e a Giovana Cruvinel, pelo auxilio no
processamento e organizacao das amostras, que foram essenciais para os
resultados desta pesquisa.

Ao Prof. Dr. Andrigo Barboza de Nardi, pela generosidade ao aceitar a
orientagdo, mesmo na reta final desta pesquisa, minha sincera gratidao.

Aos colaboradores da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
especialmente ao Prof. Dr. Rodrigo dos Santos Horta, pela coorientacéo e pelas
valiosas contribuicbes que foram fundamentais em todas as etapas do
desenvolvimento deste projeto. A pds-graduanda Tatiana Gorestein, agradeco a
dedicacdo em compartilhar seu tempo e por contribuir com dados essenciais
para esta pesquisa.

A Dra. Ludmila Moroz, pela inspiragdo no estudo das neoplasias
linfoproliferativas, especialmente o mieloma multiplo e os linfomas caninos, o que
despertou em mim um profundo interesse por essa area.

A equipe da Universidade de S&o Paulo (USP), Campus de Pirassununga,
agradego pela parceria e pela realizagdo dos PCRs. Meus sinceros
agradecimentos ao Prof. Dr. Heidge Fukumasu e a pods-graduanda Jéssika
Lesbon, por todo o apoio técnico e cientifico.

Aos pacientes que acompanhei durante esta pesquisa, expresso minha
eterna gratiddo. Alguns ainda estdo presentes, enquanto outros ja partiram, mas
todos permanecerdo na minha memoaria. Agradego a contribuigédo, ainda que de
forma inconsciente, enriquecendo este trabalho com o afeto unico e a inocéncia
de cada um.

Por fim, estendo minha gratiddo a todos que, de forma direta ou indireta,
contribuiram para o sucesso deste trabalho. Cada gesto, orientagéo e palavra de

apoio foram indispensaveis para a realizagao desse sonho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.



SUMARIO

Pagina
RESUIMO .. e e e e e e e e e e e iii
ADSIIACT ... iv
Lista de abreviaturas ............oooeeeiiiiiiii e %
Lista de tabelas ........ooooiiiiiiie Vi
Lista de figuras ........coooooiiiiiieeee e vii
Certificados CEUA ... e e e viii
CAPITULO 1 — CONSIDERAGCOES GERAIS ......oooeieeieeeeeeeeeeeee 1
1. INtrOAUGA0 .evvi e 1
2. Revisdo de literatura ... 2
2.1 Lactato desidrogenase (LDH) .........cccccviiieeiiinnnnn. 2
2.2 Linfoma multicéntrico canino ...........cccccceeeevveeieennnns
2.2.2 INtrodUGa0 .....coeveiviiiieeieeeiee e
2.2.2 Etiologia ......cooovvuiiiiiiiii e, 5
2.2.3 Classificagdes clinicas ...........ccccceeevveeeeeenn.
2.2.4 Estadiamento cliniCo ............ceuviiiiiieennennn.
2.2.5 DiagnostiCo .......uviiiiiiiiiiieeeceee e, 7
2.2.6 Exames laboratoriais ..........ccccceeeeeieeeennnn. 8
2.2.7 Tratamento ........ooevveiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeees 8
2.2.8 ProgndstiCo .....ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiii 9

2.2.9 Perspectivas futuras e novas abordagens 10

Referéncias .......cceeeveeviiiiiiiieee 10
CAPITULO 2 - “SERUM LACTATE DEHYDROGENASE AS A
PROGNOSTIC INDICATOR IN CANINE HIGH-GRADE MULTICENTRIC
LYMPHOMA: CORRELATION WITH CLINICAL AND LABORATORY

VARIABLES .. ..o 14
ADSIracCt ... 16
1. Introduction ... 17
2. Materials and methods ............cccoiiiiiiiii i 17
3. RESUIS ..o, 20
4. DiSCUSSION ...ttt 22
5. CONCIUSION ...vie 26



Acknowledgments ...
References .......coiviiii
CAPITULO 3 — CONSIDERAGCOES FINAIS .......oovviieiieiiieeeei,



CORRELAGAO DA ATIVIDADE DA LACTATO DESIDROGENASE
COM VARIAVEIS CLINICO-LABORATORIAIS EM CAES COM LINFOMA
MULTICENTRICO DE ALTO GRAU

RESUMO - A lactato desidrogenase (LDH) € amplamente reconhecida
como biomarcador prognéstico nos linfomas humanos, mas a sua aplicabilidade
prognoéstica e preditiva nos linfomas caninos ainda € pouco investigada na
medicina veterinaria. Este estudo revisou a literatura sobre a LDH e o linfoma
multicéntrico (LM) nos cées e explorou a relagdo dessa enzima com o LM, com
base em dados previamente relatados. Adicionalmente, foi elaborado um artigo
cientifico como parte desta dissertacdo, no qual os niveis séricos da LDH total
foram mensurados em dois grupos distintos: controle (G1, n = 7), composto por
caes saudaveis com exames laboratoriais dentro da normalidade, e grupo de
caes diagnosticados com LM de alto grau (G2, n = 20). O diagndstico baseou-se
nos exames clinico e citopatolégico e pelo “Polymerase Chain Reaction for
Antigen Receptor Rearrangement” (PARR). Ambos os grupos foram submetidos
a hemograma e analises bioquimicas (alanina aminotransferase [ALT], fosfatase
alcalina [FA], creatinina, ureia, proteinas totais [PTs], albumina, globulinas e
bilirrubinas total, direta e indireta), no tempo 0 (T0). Ressalta-se que, nesse
mesmo periodo, os caes do G2 que apresentaram trombocitopenia foram
testados para ehrlichiose e anaplasmose, pela técnica de imunocromatografia.
No G2, os niveis da LDH total foram avaliados no TO, antes do tratamento, e no
tempo 1 (T1), apos 42 dias de quimioterapia com protocolo CHOP-19 semanas.
Os linfonodos periféricos aumentados de volume foram mensurados, no seu
maior diametro, em ambos os momentos para classificar a resposta ao
tratamento em doenga progressiva (DP), doenca estavel (DE), remissao
completa (RC) ou remissao parcial (RP). As analises estatisticas incluiram os
testes de Kruskal-Wallis, Wilcoxon, correlagao de Pearson e modelos de efeitos
mistos com termos de interag&o. O nivel de significancia estatistica foi definido
como p < 0,05. Como resultados, os niveis séricos da LDH total foram
significativamente mais elevados nos cdes com LM de alto grau (mediana =
545,5) em comparagao aos caes saudaveis (mediana = 143, p = 0,001). No G2,
caes com trombocitopenia apresentaram niveis iniciais da LDH total mais altos
(mediana = 746, p = 0,006) e maior redugao apos o tratamento (-1011,72, p =
0,004). Os resultados indicaram que a LDH total € um biomarcador valioso no
auxilio diagnostico e monitoramento do tratamento de caes com LM de alto grau,
correlacionando-se com trombocitopenia e apresentando resposta dindmica a
quimioterapia. Elevagdes persistentes dos niveis da LDH total podem sugerir
doenca residual minima (DRM) e maior risco de recidiva precoce, o que reforga
a importancia da dosagem dessa enzima no acompanhamento pods-tratamento.
Estudos futuros sdo recomendados para validar seu uso em conjunto com outros
biomarcadores na oncologia veterinaria.

Palavras-chave: Biomarcadores, doencga residual minima, enzima, neoplasia
linfoide, trombocitopenia



CORRELATION OF LACTATE DEHYDROGENASE ACTIVITY WITH
CLINICAL AND LABORATORY VARIABLES IN DOGS WITH HIGH GRADE
MULTICENTRIC LYMPHOMA

ABSTRACT - Lactate dehydrogenase (LDH) is widely recognized as a
prognostic biomarker in human lymphomas, but its prognostic and predictive
applicability in canine lymphomas remains underexplored in veterinary medicine.
This study reviewed the literature on LDH and multicentric lymphoma (ML) in
dogs and investigated the association between this enzyme and ML based on
previously reported data. Additionally, a scientific article was developed as part
of this dissertation, wherein total serum LDH levels were evaluated in two groups:
a control group (G1, n =7), consisting of healthy dogs with normal laboratory test
results, and dogs diagnosed with high-grade ML group (G2, n = 20). Diagnosis in
G2 was based on clinical examination, cytopathology, and the Polymerase Chain
Reaction for Antigen Receptor Rearrangement (PARR). Both groups underwent
complete blood count (CBC) and biochemical analyses, including alanine
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), creatinine, blood urea
nitrogen (BUN), total proteins (TPs), albumin, globulins, and bilirubin (total, direct,
and indirect) at baseline (T0). Notably, at this same point, dogs in G2 presenting
thrombocytopenia were evaluated for ehrlichiosis and anaplasmosis by
immunochromatography. In G2, total LDH levels were assessed at TO, prior to
treatment, and at T1, after 42 days of chemotherapy using a 19-week CHOP
protocol. Peripheral lymph nodes were measured at both time points to classify
the treatment response as progressive disease (PD), stable disease (SD),
complete remission (CR), or partial remission (PR). Statistical analyses included
Kruskal-Wallis and Wilcoxon tests, Pearson’s correlation, and mixed-effects
models with interaction terms. The level of statistical significance was set at p <
0.05. The results revealed that total serum LDH levels were significantly higher
in dogs with high-grade ML (median = 545.5) compared to healthy dogs (median
=143, p = 0.001). In G2, dogs with thrombocytopenia had higher baseline total
LDH levels (median = 746, p = 0.006) and showed greater reductions after
treatment (-1011.72, p = 0.004). These findings indicate that total LDH is a
valuable biomarker for aiding in the diagnosis and monitoring of treatment in dogs
with high-grade ML, correlating with thrombocytopenia and demonstrating
dynamic responses to chemotherapy. Persistently elevated total LDH levels
suggest minimal residual disease (MRD) and an increased risk of early relapses,
underscoring the importance of this biomarker in post-treatment follow-up.
Further studies are recommended to validate its use in combination with other
biomarkers in veterinary oncology.

Keywords: Biomarkers, enzyme, lymphoid neoplasia, minimal residual disease,
thrombocytopenia
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CAPITULO 1 — Consideragées gerais

1. Introdugao

O linfoma é uma das neoplasias mais incidentes nos caes e, também,
representa uma parcela significativa dos tumores hematopoiéticos diagnosticados
nessa espécie. Apesar de ser rara a cura completa, a maioria dos pacientes apresenta
uma boa resposta aos protocolos quimioterapicos eleitos, com eficaz controle da
doencga e melhora na qualidade de vida do animal.

O linfoma canino (LC) possui diversas semelhangas aos comportamentos
bioldgico e clinico do linfoma n&o-Hodgkin humano, o que destaca sua relevancia na
medicina veterinaria e refor¢ca seu potencial como modelo de estudo na oncologia
comparada. Esses fatores enaltecem a necessidade de avangos continuos no
diagndstico precoce, no estadiamento clinico adequado e no desenvolvimento de
terapias mais eficazes e especificas na oncologia veterinaria.

Nesse contexto, a lactato desidrogenase (LDH) surge como um biomarcador
promissor, que ja € amplamente investigado e utilizado na pratica médica humana.
Essa enzima desempenha um papel essencial no metabolismo da glicose, e
alteragdes séricas nos seus niveis estdo associadas a algumas doengas nos
humanos, inclusive a processos neoplasicos. Contudo, sua aplicagdo na medicina
veterinaria, especialmente no LC, permanece restrita a poucos estudos.

O LC é relevante nao apenas por sua alta incidéncia na espécie, mas também
pelas suas diferentes apresentacdes clinicas, bem como pelo desafio da previsao da
recidiva tumoral nos pacientes submetidos ao tratamento quimioterapico,
principalmente no linfoma multicéntrico (LM), a forma mais prevalente da doenca nos
caes. Nesse sentido, a detecgado da doencga residual minima (DRM) destaca-se como
um fator primordial, pois comprova a eficacia do tratamento e possibilita a detecgao
precoce de recidivas.

Apesar das técnicas avangadas, como a citometria de fluxo, a imunoistoquimica
e/ou imunocitoquimica e o “PCR for Antigen Receptor Rearrangement” (PARR),
persiste o desafio de identificar precocemente biomarcadores menos invasivos € mais
acessiveis na pratica clinica veterinaria. Com essa perspectiva, a LDH apresenta
potencial para complementar os métodos diagndsticos disponiveis, além de fornecer

dados valiosos para o estadiamento clinico, progndstico e monitoramento terapéutico.



Nesse contexto, objetivou-se com essa reviséo de literatura explorar o papel da
LDH e os estudos ja realizados tanto na medicina veterinaria quanto na medicina
humana sobre essa enzima, bem como apresentar aspectos clinico-laboratoriais do
LM canino de alto grau.

Em sequéncia, no proximo capitulo, sera apresentado um artigo cientifico, cujo
objetivo foi realizar a dosagem da LDH sérica total em dois grupos distintos: caes
saudaveis e com exames laboratoriais dentro da normalidade (grupo 1, G1), e caes
diagnosticados com LM de alto grau (grupo 2, G2). Além disso, teve-se como objetivo
estabelecer correlagdes estatisticas dos valores da dosagem sérica da LDH total com

outros fatores prognodsticos ja descritos previamente para o LM de alto grau nos caes.
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5. Conclusion

Lactate dehydrogenase (LDH) is an established prognostic marker in non-Hodgkin lymphoma
in humans, where its elevation reflects tumor burden and cellular turnover. However, its role in
veterinary medicine, particularly in canine high-grade ML, remains underexplored. Canine
lymphoma shares significant similarities with human non-Hodgkin lymphoma, making it a

valuable model for comparative oncological research.

The strong correlation between LDH levels and thrombocytopenia, along with significant
reductions after chemotherapy, suggests its potential as a dynamic marker of disease status.
Persistent elevation may indicate MRD and increased relapse risk, underscoring the importance
of post-treatment monitoring. Nonetheless, LDH should be interpreted alongside other
prognostic factors, and future studies should assess its combined use with additional biomarkers

to improve clinical utility in veterinary oncology.
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