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EVOLUCAO DA EXPRESSAO DE CD45* E DO LEUCOGRAMA DE CAES
LINFOMATOSOS DURANTE QUIMIOTERAPIA COM O PROTOCOLO DE MADISON-
WISCONSIN

RESUMO - O linfoma é o tumor de tecido hematopoético mais comum nos caes e um
dos tumores malignos de maior ocorréncia nesta espécie. E um 6timo modelo
experimental para estudo devido a sua semelhanga com o linfoma ndo-Hodgkin em
humanos. Considerando a importancia das alteracées decorrentes da evolucado desta
neoplasia e aquelas ocorridas com o emprego da poliquimioterapia, avaliou-se a
formula leucocitaria absoluta e a contagem de células CD45", no sangue de 25 caes
linfomatosos, contrastando-as a partir do diagnéstico, uma vez por semana, durante as
primeiras oito sessées quimioterapicas do protocolo de Madison-Wisconsin, e também
foi comparada as contagens totais dos granuldcitos, linfocitos e mondcitos, obtidas em
contador automatico convencional e por intermédio da citometria de fluxo. Observou-se
um maior numero de animais com linfoma multicéntrico em estadio Vb. No leucograma,
as principais alteracées foram observadas no momento do diagnéstico e quando
analisado o tratamento poliquimioterapico, ao longo do tempo, a maior mielosupressao
foi imposta pela vincristina e suas associagdes. Caes linfomatosos podem ser avaliados

tanto por intermédio de contadores eletrénicos como por meio da citometria de fluxo.

Palavras-chave: linfoma, citometria de fluxo, cdo, CD45.



EVOLUTION OF CD45+ EXPRESSION AND LEUKOCYTE FROM LYMPHOMATIC
DOGS DURING CHEMOTHERAPY USING THE MADISON-WISCONSIN PROTOCOL

SUMMARY - Lymphoma is the most common hematopoietic tumor in dogs and one of
the malignant tumors with highest occurrence in that species. It is a great experimental
model to study since it has a great resemblance with the non-Hodgkin lymphoma in
humans. Considering the importance of the alterations due to the evolution of this
malignancy and the ones due to the use of polichemothearpy this work aimed to
evaluate the absolute leucocyte count and the counts of CD45+ type cells in the blood of
25 lymphomatic dogs counterpointing them since diagnose, once a week, during the first
eight chemotherapic sessions with the Madison-Wisconsin protocol. Furthermore the
total counts of granulocytes, lymphocytes and monocytes obtained by conventional
automatic counter and by flow cytometry were compared. It was observed a greater
number of animals with multicentric lymphoma in stage Vb. The main alterations in the
leukon were the ones observed at the moment of diagnose. When analyzing the
polichemotherapy treatment the highest myelosupression was caused by vincristine and
its associations. It is concluded that dogs with lymphoma can be evaluated by electronic
counters as well as by flow cytometry.

Keywords: CD45, dogs, flow cytometry, lymphoma.
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1. INTRODUCAO

O linfoma é uma neoplasia maligna caracterizada pela proliferacdo de células
originarias do tecido linféide tais como linfocitos, histiocitos e seus precursores e
derivados. E a neoplasia hematopoética que mais comumente afeta os cées e tem sido
frequentemente proposta como modelo experimental para o estudo da etiologia e
tratamento de linfomas nao-Hodgkin's, que acometem o homem. Seu diagnéstico
definitivo estd fundamentado no exame de preparacgdes citoscépicas obtidas a partir de
citologia aspirativa de linfonodos ou nédulos, bem como no exame histopatologico dos
mesmos.

O tratamento convencional do linfoma canino € a quimioterapia. A toxicidade
hematolégica é o efeito colateral mais comum nos pacientes sob regime de
quimioterapia e a neutropenia e trombocitopenia sdo 0s primeiros sinais, enquanto que
a anemia desenvolve-se mais tardiamente em razdo da vida média mais longa das
hemacias. Dessa forma, a hemotoxicidade é um fator limitante da quimioterapia, tanto
pelo risco potencial de morte do paciente em decorréncia da hipoplasia do setor
granulopoiético (neutropenia séptica), quanto pelo fato de tal mielotoxicidade impor
diminuicdo de maneira transitéria ou definitiva na dose do quimioterapico, prejudicando,
consequentemente, a eficacia do tratamento.

Além disso, muitos dos farmacos utilizados na quimioterapia do linfoma afetam a
proliferagdo, diferenciacdo, distribuicdo e funcdo de células imunologicamente
importantes tais como neutrdéfilos, eosindfilos, mondcitos e linfécitos (MILLER, 1997;
BARNES, 1998) e, ademais, embora a quimioterapia seja imunossupressora, seus
efeitos sobre o sistema imune de caes neoplasicos ainda ndo sdo plenamente
compreendidos (WALTER et al., 2006). Consequentemente, torna-se muito importante
a monitoracao das células leucocitarias durante o tratamento quimioterapico.

Neste senso, a monitoragdo das células hematopoéticas, durante o tratamento
quimioterapico, abre uma possibilidade bastante alvissareira de monitoramento do



balanco entre a producédo e destruicdo de células do sangue. Da mesma maneira, a
quantificagcdo das células CD45", bem como das diferentes variedades leucocitarias que
expressam tal marcador, permite melhor entender os efeitos dos quimioterapicos do

protocolo Madison-Wisconsin, no quadro leucocitério de caes com linfoma.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 LINFOMA

O linfoma é uma neoplasia caracterizada por proliferagdo clonal de linfocitos
malignos e pode originar-se na medula éssea, timo, baco, figado e linfonodos. Na
realidade, pode desenvolver-se em praticamente qualquer 6rgao, pela continua
migracao dos linfocitos pelos diferentes tecidos do organismo (FIGUERA et al., 2002;
VAIL & YOUNG, 2007; DALECK et al., 2008).

E a neoplasia hematopoiética que mais comumente afeta o cdo (MOULTON &
HARVEY, 1990; VAIL & OGILVIE, 1998), podendo representar de 7 a 9% das
neoplasias malignas (RALLIS et al., 1992; MORRISON, 1998) e aproximadamente 90%
das neoplasias do sistema hematopoiético nesta espécie (ROSENTHAL & MACEWEN,
1990; OGILVIE & MOORE, 1995). Acomete principalmente animais de meia-idade ou
idosos, que perfazem 80% dos casos (GREENLEE et al., 1990; MOULTON & HARVEY,
1990), ndo havendo predilecao sexual (VAIL & OGILVIE, 1998).

De acordo com SEQUEIRA et al. (1999) os animais portadores de linfoma sao
predominantemente aqueles pertencentes as racas de grande ou médio porte, como
Boxer, Basset hound, Rottweiler, Cocker Spaniel, Sdo Bernardo, Golden Retrivier, entre
outros (NELSON & COUTO, 2006). Porém, a predisposicao racial neste tipo de
neoplasia ainda é controversa (MOULTON & HARVEY, 1990).

No Brasil, poucos sao os levantamentos feitos sobre a incidéncia de linfoma em
caes. Fraguas (2008) registrou entre 2003 e 2006, no Hospital Veterinario da FCAV
UNESP/Jaboticabal, 108 caes acometidos, com predominancia de caes sem raca
definida (SRD), adultos jovens e sem predisposi¢cao sexual. Resultados semelhantes e
obtidos precedentemente também foram reportados apos estudos retrospectivos da
incidéncia de linfomas caninos, na regidao de Botucatu — SP (CARDOSO et al., 2003) e
na regiao norte do Parana (MORENO & BRACARENSE, 2007).

A etiologia do linfoma canino é multifatorial, e a presenca de um componente

viral ainda nao foi comprovada na espécie canina, ao contrario do que acontece nos



seres humanos, felinos, bovinos, roedores, aves e alguns primatas. Fatores ambientais
como exposicdo cronica a substéncias quimicas, tais como o herbicida 2,4 &cido
fenoxiacético, sdo citados como predisponentes ao desenvolvimento de linfoma em
caes. De outra parte, em caes de ragas puras, a predisposicao genética para este tipo
de neoplasia parece existir (GREENLE et al., 1990; VALLI, 1993; JONES et al., 1997,
MORRISON, 2005).

Tradicionalmente, o linfoma canino € classificado com base na sua distribuicdo
anatébmica em multicéntrico, alimentar, mediastinal, cutdneo e extranodular (VAIL &
OGILVIE, 1998). Em um estudo retrospectivo realizado por SEQUEIRA et al. (1999),
91,2% dos animais acometidos por linfoma apresentavam a forma multicéntrica.
Quanto a classificacao cito-histomorfolégica podem ser classificados como de alto,
médio ou de baixo grau. De acordo com o esquema de classificagdo histolégica (Kiel ou
National Cancer Institute), 80% dos linfomas caninos sao similares aos linfomas nao-
Hodgin’s humanos de meédio e alto grau. E, quanto a imunofenotipagem, podem ser
classificados como linfomas T, linfomas B, bem como mistos (B/ T) (MOULTON &
HARVEY, 1990; TESKE et al., 1994; JONES et al.,, 1997; DE MOURA et al., 1999;
SEQUEIRA et al., 1999; VAIL, 2000, COLETA, 2009).

O imunofenotipo da neoplasia linféide em céaes pode ser obtido por intermédio da
citometria de fluxo, imunocoloragéo de cortes de tecido ou de preparacdes citologicas
obtidas por aspiracdo com o auxilio de agulha fina. O diagnéstico € subsidiado, além do
mais, pelo exame fisico e avaliacbes hematoldgicas, bioquimico-séricas e diagndstico
por imagem. Porém, o diagnostico definitivo sé pode ser firmado pela avaliagao
citologica e/ou histoloégica do 6rgdo afetado (FAN & KITCHELL, 2002; NELSON &
COUTO, 2006; SANTANA et al., 2008).

Os sinais clinicos variam de acordo com a apresentagao anatémica e histolégica
(NELSON & COUTO, 2006). No linfoma multicéntrico normalmente ocorre
linfadenopatia bilateral dos linfonodos superficiais (DOBSON & GORMAN, 1993) e
podem ocorrer hepatomegalia e esplenomegalia decorrentes da infiliragdo neoplasica
(VAIL, 2000). A forma alimentar é caracterizada pela presenca de infiltrado neoplasico

no sistema digestério e/ou nos linfonodos mesentéricos, e apresentam como sinais



clinicos mais frequentes vomito, diarreia e estatorreia secundarios a sindrome da ma
absorcao (RICHTER, 1992). A forma mediastinica envolve o timo e/ou os linfonodos
mediastinais craniais e caudais. A polilria e a polidipsia sdo os sinais clinicos mais
comuns e sao secundarios a hipercalcemia, uma sindrome paraneoplésica do linfoma.
Além disso, sinais clinicos como intolerdncia ao exercicio, taquipneia, dispneia,
regurgitacdo e anorexia, também s&o descritos em decorréncia da compressao
provocada pela linfoadenopatia mediastinica (CARDOSO et al.,, 2004). Ja a
apresentacao cutanea do linfoma € variavel e guarda relacdo com a classificacdo
histolégica e imunomorfoldgica. As lesdes cutaneas geralmente sdo multifocais ou
generalizadas, em forma de placas ou nédulos ulcerados, e eritrodermia esfoliativa
(SCOTT et al., 1995). As formas mista e extranodal podem acometer qualquer tecido
corporal e os sinais apresentam correlacdo com o(s) érgao(s) acometido(s) (CARDOSO
et al., 2004).

No que concerne ao hemograma dos cdes com linfoma, pode-se observar
anemia moderada, geralmente em 46% deles (JAIN, 1993; MINISCALCO et al., 2003),
anemia normocitica hormocrémica (61%), trombocitopenia em 55,5%, trombocitose em
11,1% (CAPUA, 2009) e, leucocitose moderada (18300 células/uL) a extrema (342000
células/uL), em 33% dos casos. Somente 19% dos casos exibem linfocitose. Os
linfoblastos estdo presentes em 25% dos casos e, destes, 15% nao apresentam
linfocitose. Em 10% dos casos observa-se leucopenia e em 25% observa-se linfopenia
(JAIN, 1993; MINISCALCO et al., 2003).

O linfoma, em céaes, pode ser classificado em diferentes estadios clinicos, cujos
estadios servem como guia para o seu prognéstico e tratamento. Tal estadiamento
segue o protocolo proposto pela Organizacao Mundial da Saude (OMS), sendo que no
estadio | h4 envolvimento limitado a um unico linfonodo ou tecido linféide de um Unico
orgao (exceto medula déssea), no estadio Il ha envolvimento de varios linfonodos
regionais, no estadio Ill ha envolvimento generalizado dos linfonodos, no estadio IV ha
envolvimento de figado e/ ou bago, com ou sem envolvimento generalizado dos

linfonodos e no estadio V ha envolvimento do sangue, medula éssea e/ ou outros



orgaos (OWEN, 1980). Os subestadios incluem “a” - sem sinais clinicos da doenga, e
“b” - com sinais clinicos (VAIL, 2000).

Segundo MACEWEN & YOUNG (1996), sem tratamento, o linfoma leva muitos
caes a Obito em quatro a seis semanas. No entanto, é a neoplasia que melhor responde
a quimioterapia (ROSENTHAL & MACEWEN, 1990; OGILVIE & MOORE, 1995).

O prognéstico do linfoma em cées esta relacionado ao imunofendtipo da célula
neoplasica e subestadio de sua evolucéo, tal qual proposto pela Organizacao Mundial
da Saude. Os tumores imunorreativos CD3 (derivados de células T) tém remissdo mais
curta, assim como 0s animais com sinais clinicos de linfoma (subestadio “b”) tém
prognostico reservado (VAIL & YOUNG, 2007).

Outros fatores que interferem no progndéstico do linfoma incluem presenca de
sindromes paraneoplasicas e grau de instalacdo destas no paciente. As sindromes
paraneoplasicas sdo traduzidas por sinais e sintomas presentes em pacientes com
cancer, distantes do tumor ou de suas metastases, e que ndo sdo decorrentes da
invasao, obstrucdo ou efeito da neoplasia. Representam um conjunto de manifestagdes
extremamente complexas, podendo envolver varios sistemas do organismo animal;
inclusive o hematologico, o dermatolégico, o neurolégico, o enddcrino e o
osteomuscular (MANGIERI, 2008). As sindromes de maior frequéncia no linfoma
incluem anorexia, caquexia, anemia, hipercalcemia e hipergamaglobulinemia (RAMOS
et al., 2008).

2.2 QUIMIOTERAPIA ANTINEOPLASICA

A base para o tratamento do linfoma canino é o protocolo quimioterapico COP,
que consiste na combinag¢do dos quimioterapicos ciclofosfamida, sulfato de vincristina e
prednisona (KITCHELL & DHALIWAL, 2000; RODASKI & DE NARDI, 2008).
Aproximadamente 75% dos casos de linfoma respondem favoravelmente a este
protocolo e, embora exista uma variacao individual favoravel consideravel, o tempo
médio de sobrevivéncia é de sete meses e o0 de remissao de trés a seis meses (VAIL &
YOUNG, 2007). Outro protocolo que se tornou popular no tratamento do linfoma canino



€ o protocolo de Madison-Wisconsin, uma combinagdo das drogas L-asparaginase,
vincristina, prednisona, ciclofosfamida e doxorrubicina. H& relatos de que o referido
protocolo € capaz de promover remissao completa em 92,3% dos casos e tempo de
sobrevida de 397 dias para caes com linfoma (GARRETT et. al., 2002; MORRISON,
2005).

As etapas do tratamento quimioterapico do linfoma canino incluem inducédo da
remissdo, manutencdo da remissao e reinducao da remissdo ou terapia de resgate
(MACEWEN & YOUNG, 1996).

A vincristina € um alcaléide de origem vegetal, derivado da vinca, que atua
interrompendo o ciclo celular na metafase, ligando-se as proteinas dos microtubulos
necessarias a formacado dos fusos mitéticos e mitose celular (SOBREIRA, 1999;
SANTANA, 2000). Apresenta como efeitos colaterais hematologicos a mielossupressao,
caracterizada por discreta leucopenia e, mais raramente, anemia e trombocitopenia,
sendo tal mielotoxicidade maior quando associada a L-asparaginase (RODASKI & DE
NARDI, 2008). Adicionalmente, dentre outras ac¢des toxicas da vincristina podem ser
incluidas a inibicdo da sintese de acidos graxos e proteinas e elevagdo nos niveis
séricos de enzimas hepaticas (RODASKI & DE NARDI, 2004).

A L-asparaginase é uma enzima obtida a partir da acdo metabdlica de
microorganismos como a Escherichia coli e a Erwinia carotovora capazes de destruir as

reservas exégenas do aminoacido asparagina, vital ao processo de sintese protéica das
células neoplasicas que, por sua vez, sao incapazes de produzir a asparagina
endogena. Esta enzima raramente provoca depressdo medular, mas inibe a fungdo dos
linfocitos T e B, além de promover hepatotoxicidade com aumento nas atividades
séricas das enzimas alanino-aminotransferase, aspartato-aminotransferase, aumento
nos niveis de bilirrubina e diminuicao na taxa de albumina sérica (RODASKI & DE
NARDI, 2008).

A prednisona, um corticosteréide utilizado nas primeiras quatro semanas do
protocolo M-W, induz os linfécitos normais a apoptose e citlise de linfocitos
neoplasicos (LANORE & DELPRAT, 2004; FAN & LORIMIER, 2005). Este horménio
esteroidal atua em receptores celulares especificos, levando a uma cisdo do DNA,



impedindo a divisao celular (RODASKI & DE NARDI, 2008). Como alteragdes
hematoldgicas classicas causadas por sua utilizacao incluem-se neutrofilia, linfopenia,
eosinopenia e monocitose (BARGER & GRINDEM, 2000; STOCKHAM et al., 2003). O
tratamento prolongado com prednisona poderd levar ao aumento das atividades séricas
das enzimas hepaticas alanino-aminotransferase e fosfatase alcalina (DILLON et al.,
1980).

Segundo RODASKI & DE NARDI (2008), a ciclofosfamida € uma mostarda
nitrogenada, classificada como agente alquilante que atua inibindo a sintese e divisao
do DNA, sendo um farmaco ciclo celular ndo especifico. Um de seus efeitos toxicos é a
mielossupressao, principalmente traduzida por neutropenia, trombocitopenia e, com
menor frequéncia, anemia ndo regenerativa nos casos dos animais em terapia
prolongada (BARGER & GRINDEM, 2000; RODASKI & DE NARDI, 2008).

A doxorrubicina € um antibiético antitumoral (antraciclina) derivado de culturas de
Streptomyces peucetius, variedade caesius, sendo um quimioterapico inibidor da

transcriptase reversa da RNA polimerase, impedindo a sintese do DNA e RNA, em
funcdo da sua acdo como agente ciclo celular ndo especifico. Pode causar leucopenia,
anemia e trombocitopenia, além de cardiotoxicidade (DAL FARRA et al., 1995).

A toxicidade hematoldgica é um fator limitante da quimioterapia, sendo a mais
frequente, e mais grave, por dois motivos. Primeiramente, porque pode comprometer a
quimioterapia de maneira transitéria ou definitiva, uma vez que pode impor diminui¢cao
da dose do quimioterapico e, por conseguinte, prejudicar a eficacia do tratamento. O
segundo motivo relaciona-se ao risco potencial de morte do paciente em decorréncia de
neutropenia séptica que pode se instalar devido as bactérias de origem digestiva ou de
foco infeccioso existente antes do inicio da quimioterapia (LANORE & DELPRAT,
2004).

A neutropenia é a mais frequente e mais grave das citopenias, decorrentes da
quimioterapia. A maioria dos quimioterapicos € mielotoxica, sendo que a ciclofosfamida
apresenta mielotoxicidade muito elevada e a vincristina, na dose de 0,75 mg/m?,
moderada (LANORE & DELPRAT, 2004). O nadir de neutréfilos, momento no qual o

namero de granulécitos € o mais baixo, apdés uma sessdo de quimioterapia, é



observado sete dias apds a referida sessao. A neutropenia geralmente persiste por trés
a cinco dias e, em pouco menos de duas semanas, a celularidade da medula éssea
passa por uma fase de recuperacao (LANORE & DELPRAT, 2004).

2.3 ANTICORPO MONOCLONAL CD45

A citometria de fluxo € um recurso emergente na Medicina Veterinaria que
permite uma analise rapida, objetiva e quantitativa de células em suspensdo (FALDYNA
et al., 2001; NAKAGE et. al.,, 2005). Tem uma ampla aplicacgdo na hematologia
veterinaria, incluindo a identificacdo de precursores hematopoéticos, contagens
celulares diferenciais da medula 6ssea, quantificacdo de reticuldcitos, pesquisa de
eritroparasitas, deteccdo de anticorpos antieritrocitarios, contagem diferencial de
leucocitos, imunofenotipagem de linfécitos e contagem de plaquetas reticuladas
(FALDYNA et al., 2001). As desordens mieloproliferativas e linfoproliferativas também
podem ser identificadas e classificadas por intermédio da citometria de fluxo (WEISS,
2004; NAKAGE et. al, 2005). Por conseguinte, permite o estudo da hematopoese, a
classificagao dos tipos celulares do sistema imune, e acompanhamento e andlise da
dindmica da resposta imune (LANIER, 2002).

Esta técnica tem contribuido fortemente no diagnéstico de linfoma. Amostras ou
aspirados de linfonodos ou outros tecidos, tais como tecidos sanguineos periférico e
central, tém sido analisados, citometricamente, com muito sucesso (JENNINGS &
FOON, 1997).

A avaliacao da intensidade de fluorescéncia se da por intermédio da utilizagédo de
marcadores de superficie, representados por anticorpos monoclonais especificos
fluorescentes, ligados a fluorocromos como isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou
ficoeritirina (PE). A avaliagdo do tamanho relativo das células (FSC) e da granularidade
ou complexidade interna da célula (SSC) permite a classificagdo dos leucécitos em
linfécitos, mondcitos e granuldcitos (GRINDEM, 1996). Os anticorpos monoclonais sao
os marcadores de escolha devido a sua especificidade, reagdo cruzada minima e
reprodutibilidade (KEREN, 1994).
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O CD45 é o antigeno leucocitario comum expresso em intensidades diferentes
na superficie de todos os leucécitos (COBBOLD & METCALFE, 1994; GRINDEM,
1996;). Trata-se de uma familia de glicoproteinas de 190 a 220kDa encontradas em
todas as células de origem hematopoética, exceto hemacias maduras (TIZARD, 1998).

De acordo com WEISS (2004) o CD45 pode ser util na avaliagdo de leucemias
granulociticas agudas e linfomas. Também pode ser usado para quantificacdo acurada
de granulécitos, mieloblastos, precursores eritrocitarios e linfécitos na medula 6ssea de
caes. Aproximadamente 10% da superficie dos linfocitos T encontram-se recoberta pela
molécula CD45. Esta molécula desempenha importante funcdo no controle da
transducao do sinal pelos receptores de células T. Ademais, identificaram-se varias
formas diferentes de CD45. Neste contexto, tem sido relatado que as células T virgens
possuem uma forma de CD45, enquanto que as células T estimuladas, e de memodria,
possuem uma outra forma (TIZARD, 2002).

Segundo COMAZZ| et al., (2006), quanto maior o grau de maturacdo dos
leucécitos, maior a expressao de CD45. Além disso, quando consideradas variaveis
morfoldégicas com base na complexidade interna (SSC), o anticorpo monocolonal
correspondente €, usualmente, utilizado para a confecgao de “gates” para diferenciar os
leucdcitos de eritrocitos e debris celulares, sendo possivel fazer-se um mielograma por
intermédio da citometria de fluxo, de tal forma a separar, assim, cada linhagem,
podendo-se estuda-las individualmente quanto ao seu perfil de expressdo antigénica
(COMAZZ] et. al, 2006; LORAND-METZE, 2006).
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3. OBJETIVOS

Neste ensaio, objetivou-se avaliar a férmula leucocitaria absoluta e a contagem
de células CD45", no sangue periférico de caes linfomatosos, contrastando-as a partir
do diagndéstico, uma vez por semana, durante as primeiras oito sessées quimioterapicas
do protocolo de Madison-Wisconsin, bem como comparar as contagens totais dos
granuldcitos, linfécitos e mondcitos, de caes linfomatosos, obtidas em contador

automatico convencional e por intermédio da citometria de fluxo.
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4. MATERIAL E METODOS

Animais

O grupo tratado incluiu vinte e cinco (25) caes portadores de linfoma, atendidos
junto ao Servico de Oncologia Veterinaria do Hospital Veterinario “Governador Laudo
Natel” da FCAV-UNESP. O diagnoéstico de linfoma foi firmado com base nos achados
clinicos, citopatoldgicos e/ou histopatolégicos de tecido linféide, com base nos critérios
de classificagdo morfolégica descritos por Fournel- Fleury et al. (2002). Dos 25 animais
que compuseram o ensaio em tela, quatorze eram machos (56%) e onze eram fémeas
(44%). A raga predominante foi Rottweiler (28%), seguida por caes sem raga definida —
SRD (20%), Boxers (16%), Poodles (8%), Cocker Spaniel (8%), Husky Siberiano (4%),
Teckel (4%), Labrador (4%), American Stadfordshire Terrier (4%) e Golden Retriever
(4%). A idade variou de trés a 15 anos (7,4 £ 2,8) e 0 peso de 6,9 e 49Kg (27,4 £ 11,5).

Ademais, os referidos animais linfomatosos foram submetidos a classificacdo
anatémica e estadiamento da neoplasia, de acordo com os critérios propostos pela
Organizacdo Mundial de Saude, cujos linfomas foram classificados com base nos
exames clinico-patolégicos, ultrassonograficos, radiograficos e analises do sangue e da
medula éssea, em estadios (I a V) e subestadios (a ou b), como explicitado na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacado Clinica do Linfoma, segundo a Organizacao Mundial de Saude — OMS.

Estadio | Envolvimento limitado a um linfonodo

Estadio Il Envolvimento de linfonodos regionais

Estadio Il Aumento generalizado dos linfonodos

Estadio IV Envolvimento do figado e/ou bago com ou sem linfadenomegalia
Estadio V Envolvimento do sangue, medula éssea e/ou outros 6rgaos

a: sem sinais sistémicos; b: com sinais sistémicos
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Os animais portadores de linfoma foram tratados de acordo com o protocolo

quimioterapico de Madison-Wisconsin, que incluiu sulfato de vincristina (0,75 mg/m?,
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), tal qual ilustrado na Tabela 2.

Tabela 2. Fase de indugdo da remissdo com o emprego do protocolo quimioterapico de
Madison-Wisconsin, referido por Nelson & Couto (2006), e utilizado nos 25 cdes 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 - - - 1,0 mg/Kg/dia
4 - X 0,5 mg/Kg/dia
5 intervalo - - -

6 X - - - -

7 X -

8 X - - -

9 - X -

AVALIACAO DAS PARCELAS EXPERIMENTAIS

As amostras de sangue destinadas a obtencao do leucograma e quantificacao de

células CD45", foram coletadas por venipungao da jugular e envasadas em tubos a

vacuo, contendo EDTA (K,-EDTA). As contagens globais dos leucécitos foram obtidas

com auxilio de um contador automatico de células (ABC Vet HORIBA ABX — Séao

Paulo/Brasil) e as férmulas leucocitarias por intermédio de esfregacos sanguineos

corados com uma mistura de Metanol, May-Grunwald e Giemsa — MGG.
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No caso dos caes linfomatosos foram coletadas nove amostras de sangue,
sendo a primeira no momento do diagnéstico e, as demais, uma semana apds cada das
sessdes quimioterapicas. Como valores de referéncia utilizaram-se aqueles
estabelecidos e validados junto ao “Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria Prof.
Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto”, do Hospital Veterinario Governador Laudo Natel,
FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de referéncia para leucograma de caes, estabelecidos e validados junto ao
Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria Prof. Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto do Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias.
Jaboticabal, 2011.

PARAMETROS VALORES

x 10%/uL %
Leucécitos Totais 6-18 -
Neutréfilos 3,6-13,8 60-77
Bastonetes 0-0,5 0-3
Eosindfilos 1,2-1,8 2-10
Linfécitos 0,72-5,4 13-30
Monécitos 0,18-1,8 3-10

PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE PARA CITOMETRIA DE FLUXO

As amostras de sangue destinadas a analise citométrica foram processadas
dentro de, no maximo, 24 horas apos a colheita, no Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria Prof. Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto, do Hospital Veterinério “Governador
Laudo Natel”, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal - Unesp,
utilizando-se de trés tubos Falcon, de acordo com a sequéncia ilustrada na tabela 4.
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Tabela 4: Preparo das amostras de sangue periférico de caes linfomatosos, com
vistas a analise citométrica. Jaboticabal, 2011.

Volume . .. Anticorpo  Tipo
Tubo  Amostra . Molécula Fluorescéncia
Anticorpo Monoclonal ~celular
1 ioouL - - - - -
2 100U 5 V2 FITC MCA1212  'Sotipo
controle
3 100uL  2uL CD45 FITC MCA1042F Leucocitos

Anticorpos monoclonais da AbDSerotec
FITC: Isotiocinato de Fluoresceina

Ap6s homogeneizagéo, os tubos foram incubados no escuro e em temperatura
ambiente, por 20 minutos. Um mililitro de tampéao 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. Em seguida, foi realizada a lavagem do material com solugéo salina tamponada
com fosfato 0,01 M pH entre 7,4 e 7,6 (PBS) por trés vezes, adicionando-se dois
mililitros de PBS por lavagem. Apés as lavagens, adicionaram-se 0,5 mL de solugao
salina tamponada com fosfato 0,01 M pH entre 7,4 e 7,6 (PBS) a 1% de formol, para a
preservacao das células, até o momento da leitura.

As amostras foram analisadas em até trés dias, apds o preparo, com o auxilio de
um citbmetro de fluxo FACSCANTO (Becton Dickinson, San Jose, CA), alocado junto
ao Laboratério de Micologia, do Departamento de Analises Clinicas, da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — Unesp. Foram obtidos 10000 eventos, para
classificacdo e quantificacdo de células CD45", utilizando-se do programa FACSDiva
(BD) (Figura 1). Os valores absolutos para as células progenitoras CD45" sanguineas
foram calculados com base nos valores relativos fornecidos pelo programa e contagens
de leucdcitos totais obtidas no leucograma.
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Figura 1. Distribuicdo das populagbes leucocitarias observadas a
citometria de fluxo, de acordo com o tamanho e granularidade das células
e superpostas a populacdo de células CD45" no sangue de céao
linfomatoso. Jaboticabal, 2011.

ANALISE ESTATISTICA

O esquema de analise estatistica foi estabelecido de acordo com protocolo de

Analise de Variancia do sistema SAS, cujos valores médios obtidos para as diferentes
caracteristicas estudadas foram comparados pelo Teste de Tukey com um nivel de
probabilidade igual a 5% (SNEDECOR & COCHRAN, 1987).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Classificacao Anatémica

Com relacdo a classificacdo anatdbmica, 14 caes apresentaram linfoma
multicéntrico (55,5%), oito apresentaram linfoma cutaneo (33,4%), dois extranodal
(7,4%) e um alimentar (3,7%) (Figura 2).

A forma multicéntrica, seguida da cutanea, a exemplo do que tem sido relatado
em outros estudos, mostrou-se preponderante também neste ensaio, corroborando
achados de diversos outros autores (MADWELL & THEILEN, 1987; SEQUEIRA et al.,
1999; MORENO et al., 2007). E bem possivel que a maior frequéncia das formas
multicéntrica e cutanea esteja relacionada com a precocidade do diagnéstico, uma vez
que as alteragbes clinicas nestas formas s&o mais perceptiveis e permitem um
diagnéstico 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 diagndstico mais precoce e preciso da
doenca. Além disso, as formas alimentar e mediastinica, apresentam pior prognéstico, e
muitos pacientes vao a obito mesmo antes de qualquer percepcao de suas alteragcdes
clinico-patolégicas (MORENO et al., 2007).
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Figura 2. Representacdo grafica percentual da ocorréncia de
linfoma, de acordo com a localizacdo anatébmica, em 25 céaes
linfomatosos, submetidos ao protocolo quimioterapico Madison-
Wisconsin. Jaboticabal, 2011.

5.2 Estadiamento e sub-estadiamento clinico

Com relacdo ao estadiamento e sub-estadiamento clinico, estabelecidos pela
Organizagao Mundial da Saude, com fundamento, respectivamente, na infiltragédo da
doenca nos 6rgaos e na presenga ou auséncia de sinais clinicos, verificaram-se que
dois animais apresentaram-se no estadio | (8%), seis no estadio Il (24%), dois no
estadio Il (8%), cinco no estadio IV (20%) e dez no estadio V (40%) (Figura 3). Dos 25
animais, oito apresentaram-se no sub-estadio a (32%) e 17 sub-estadio b (68%) (Figura
4).

A maioria dos animais encontrava-se em estado avancado da doenga e com
sinais clinicos, indicando, possivelmente, que os proprietarios procuram tardiamente o
profissional, ou, ainda, que tenham tido dificuldades em perceber as alteragdes clinicas
iniciais do referido paciente, fatos que corroboram com outros estudos relatados
(GREENLEE et al., 1990; TESKE, 1994; STARRAK et al., 1997). Neste ensaio, foi bem
mais frequente o encontro de pacientes linfomatosos no estadio V. Tal achado difere
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daquele relatado por CARDOSO et al. (2003), que observaram uma maior prevaléncia
de animais linfomatosos no estadio IV. Talvez, esse fato possa ser atribuido a grande
frequéncia de linfomas cutaneos, observada neste estudo, ja que os animais que se

apresentaram com linfoma cuténeo foram aqui classificados no estadio clinico V.

i

<

Figura 3. Distribuicédo percentual de 25 céaes linfomatosos, de
acordo com o estadiamento clinico, submetidos ao protocolo
quimioterapico Madison-Wisconsin. Jaboticabal, 2011.
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Figura 4. Distrubuicdo percentual de 25 cées
linfomatosos, de acordo com o sub-estadiamento clinico,
submetidos ao protocolo quimioterapico Madison-
Wisconsin. Jaboticabal, 2011.

5.3 Avaliacoes do Leucograma

No estudo em tela, as médias das contagens globais dos leucdcitos
apresentaram-se dentro da faixa de valores de referéncia, reportada para a espécie
canina, em todos os momentos estudados. O valor médio encontrado no momento do
diagnédstico, no qual observaram-se as maiores contagens globais de leucécitos,
revelou-se estatisticamente diferente daqueles encontrados apds o inicio do tratamento
(Tabela e Figura 5). Muito embora o valor médio observado na leucometria global, no
momento do diagndstico, tenha se situado dentro do intervalo de normalidade, 24% dos
animais apresentaram leucocitose consequente a neutrofilia, acompanhada ou nao de
linfocitose, achado que difere daqueles de TESKE (1996) e CAPUA (2009) que, em
30% e 38% dos casos, apresentaram, respectivamente, leucocitose.

TESKE (1996) relata que a leucopenia também pode ocorrer nos casos de
linfoma, ainda que, com menor frequéncia. De fato, neste estudo observou-se que

apenas 20% dos animais apresentaram-se leucopénicos, no momento do diagnostico, e
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que tal leucopenia deveu-se, essencialmente, a diminuicdo absoluta de linfécitos, como
observado também por CAPUA (2009). Caes com linfoma podem apresentar linfopenia
(CARDOSO et al., 2004; MORRISON, 2005), entretanto, a literatura é escassa no que
diz respeito as causas de tal alteracao.

Ao analisar os valores médios obtidos para os leucocitos, apds as sessdes
quimioterapicas com a vincristina, associada ou ndo a L-asparaginase e prednisona,
verificou-se que estas foram as sessdes nas quais foram observadas as maiores
porcentagens de animais com leucopenia (sesséo 1= 47,3%; sessao 3= 55.5%; sessao
6= 53,3% e sessao 8= 33,3%). Em tais sessdes a leucopenia decorreu, possivelmente,
de neutropenia e/ou linfopenia.

Tabela 5. Valores médios obtidos para o leucograma de 25 caes portadores de linfoma no
momento do diagndstico e uma semana apds cada sessdo quimioterapica do protocolo
Madison-Wiscosin. Jaboticabal, 2011.

Diag ViL- C+P V+P D+P V C Y D p
a+P
Leucocitos o510 948y 10320 6,690 7.27b 647b 6,72b 6,06b 806b <0,05
(x10°/ulL)
Basofilos
(x10%uL) 0,02a 0,04a 001a 0,02a 001a 004a 001a 001a 006a 0,99
Eosinodfilos
(x16%L) 034a 0,24a 038a 0,19a 0,15a 028a 0,57a 045a 084a <0,05
Bastonetes
(x107L) 028a 0,22a 0,18a 0,18a 0,09a 0,12a 0,25a 030a 0.15a 0,91

Neutrofilos 44 o9, 7020 8550 5230 6,130 466b 806b 4,700 521b <0,05
(x10°/ulL)

Linfocitos
(x10%uL) 247a 0,920 0,84b 0,95b 1,00b 1,25b 1,02b 1,27b 0,94b <0,05
Monocitos
(x10%uL) 0,69a 0,63a 0,60a 0,41a 0,38a 0,37a 0,32a 0,29a 0,23a 0,10

Diag: diagnéstico; V: vincristina; L-a: L-asparaginase; P: prednisona; C: ciclofosfamida; D:
doxorrubicina.
p< 0,05 letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si.
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Figura 5. Variacdo dos valores médios obtidos para contagem global de leucdcitos totais
(x10%/uL) no momento do diagnodstico e uma semana apds cada sessdo quimioterdpica.
Jaboticabal, 2011.

A andlise da contagem absoluta de neutréfilos segmentados permite observar
diferenga significativa apenas no momento do diagnéstico em relacdo aos demais
momentos, aonde encontramos a maior porcentagem de animais com neutrofilia
(Tabela 5 e Figura 6). A neutrofilia € um achado encontrado em 25 a 40% dos caes
linfomatosos (VAIL & YOUNG, 2007). Neste estudo, o encontro de neutrofilia
acompanhada ou nao de desvio a esquerda, provavelmente refletiu uma condicéo
inflamatdria decorrente do tumor, como asseverado por alguns autores, dentre os quais
Schultze (2000).

De outra parte, a presenca de neutropenia foi observada principalmente apés a
quimioterapia com a vincristina (sesséo 1= 31,57%, sessdo 3= 44,4%, sessao 6= 40% e
sessao 8= 33,3%), achado que nao foi relatado nos trabalhos de TOMIYASU et. al.
(2010b), que reportaram os percentuais de animais neutropénicos que se seguem:
sessao 1= 12,5%, sessao 3= 17,5%, sessdo 6= 33,3% e sessdo 8= 12,5%. A vincristina
na dose de 0,75mg/m? leva a uma mielotoxicidade moderada (LANORE & DELPRAT,
2004) e, quando associada a L-asparaginase, acentuada (RODASKI & DE NARDI,
2008). Sendo assim, e nas condi¢cdes do ensaio em questao, pode-se considerar que a
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vincristina foi capaz de promover uma maior supressao de leucdcitos circulantes em
funcdo da diminuicdo de neutréfilos segmentados, quando comparada aos demais
quimioterapicos utilizados. A ciclofosfamida, apesar de levar a uma maior
mielossupressao, principalmente traduzida por neutropenia (BARGER & GRINDEM,
2000; RODASKI & DE NARDI, 2008), nao revelou, ao menos neste ensaio, tal
intensidade de acdo mielossupressora, pois apenas 16,6% (sessao 2) e 15,3% (sesséo
7) dos animais apresentaram neutropenia, contrariando, os achados de TOMIYASU et.
al. (2010b) que observou 25,6% (sessdo 2) e 15,6% (sessdo 7). E bem possivel que tal
discrepéancia tenha sido devida a via de administracdo do quimioterapico, pois neste

estudo foi utilizada a via oral e, no daqueles, a intravenosa.
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Figura 6. Variagdo dos valores médios obtidos para contagem de neutrofilos
segmentados (x10%uL) no momento do diagndstico e uma semana ap6s cada sessdo
quimioterapica. Jaboticabal, 2011.

Com relagéo as contagens absolutas de neutrofilos bastonetes e de basofilos
nao houve diferencas significativas entre os momentos (Tabela 5).

A contagem absoluta de eosindéfilos mostrou-se significativamente aumentada,
apos a ultima sessdo de quimioterapia, quando foram comparadas as diferentes
sessbes do tratamento quimioterapico (Figura 7). Aparentemente, tal comportamento
deveu-se ao expressivo numero de eosindéfilos (4747 eos/uL) encontrado em um unico

cao, dentre todos aqueles incluidos no ensaio. Tal fato ja foi relato na literatura, tanto



24

em caes com linfoma T ou B. No entanto, estes casos relatados sdo raros, e
normalmente relacionados ao linfoma T (TOMIYASU et. al, 2010a). Em humanos
existem relatos de sindrome paraneoplasica de linfomas com eosinofilia (SHIRAISHI et.
al, 2008). Neste estudo, nao foi realizado a imunofenotipagem das células linfomatosas,
0 que impossibilita associar a eosinofilia com algum dos tipos B ou T, bem como néo se
pode afirmar que foi uma sindrome paraneoplasica, uma vez que as demais causas de

eosinofilia ndo foram descartadas.
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Figura 7. Variagdo dos valores médios obtidos para a contagem absoluta de eosindfilos
(x10%/uL) no momento do diagnéstico e uma semana ap6s cada sessdo quimioterapica.
Jaboticabal, 2011.

by

J4, com relagdo a contagem absoluta dos linfécitos observou-se diferenca
significativa apenas no momento do diagndstico, no qual 12% dos cédes apresentaram
linfocitose, fato nao verificado na comparacao entre as sessdes quimioterapicas (Tabela
5 e Figura 8). Também, por ocasiao do diagndstico, trés caes apresentaram células
neoplasicas aos exames da medula 6ssea e do sangue periférico, sugerindo que a
linfocitose, nos referidos pacientes, estivesse relacionada com a proliferacdo e
expansao clonal das células tumorais (KRUTH & CARTER, 1990).

Apds as primeiras sessbes quimioterapicas, mais de 50% dos animais
apresentaram-se linfopénicos, fato que atesta a acentuada toxicidade dos
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quimioterapicos no tecido linfoide, tal qual asseverado por Gauthier et al. (2005),
segundo os quais 0s caes com linfoma submetidos a quimioterapia experimentaram
consideravel reducao na concentracao de linfocitos sanguineos. Nas quatro primeiras
sessoOes, foi possivel observar os maiores percentuais de animais com linfopenia
(sessdao 1= 47,3%, sessdo 2= 50%, sessdao 3= 555% e sessdao 4= 56,2%),
provavelmente devido ao uso da prednisona que induz os linfécitos normais a apoptose
e, de outra parte, os linfécitos neoplasicos a citélise (LANORE & DELPRAT, 2004; FAN
& LORIMIER, 2005). Porém, é prudente considerar, também, o impedimento da
circulacdo linfatica, muitas vezes inerente a evolugao da massa linfomatosa (LATIMER,
1997), que frequentemente ocorre no linfoma, e em cuja circunstancia os linfocitos que
deixam o sangue ficam aprisionados nos linfonodos hipertrofiados ou em efusdes

quilosas que propiciam a efusao de linfécitos para cavidades corporais (REBAR, 1998).
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Figura 8. Variacdo dos valores médios obtidos para a contagem absoluta de linfocitos
(x10%/uL) no momento do diagnéstico e uma semana apds cada sessdo quimioterdpica.
Jaboticabal, 2011.

Ainda com relacdo aos leucocitos mononucleares observou-se diminuicao
progressiva no numero absoluto de mondcitos, mas os valores médios encontrados se
mantiveram dentro dos valores de referéncia, para a espécie canina, e também nao se

observaram diferencas significativas entre os momentos (Tabela 5 e Figura 9).
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Figura 9. Variagdo dos valores médios obtidos para a contagem absoluta de mondcitos

(x10%/uL) no momento do diagnéstico e uma semana ap6s cada sessdo quimioterapica.
Jaboticabal, 2011.

5.4 Comparacao entre as técnicas citométrica e automatizada na obtencado do
leucograma

Na comparacao das técnicas de contagens globais de granulécitos, linfocitos e
mondcitos, por intermédio da citometria de fluxo (imunomarcagem de CD45%) e
contagem automatizada (contador automatico ABC-VET), foi verificado que, os
resultados obtidos, foram bastante semelhantes em ambas as técnicas. A tabela 6
ilustra os resultados das contagens citométricas, ao longo do periodo de
experimentagao.
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Tabela 6. Valores médios obtidos para as contagens absolutas de granulécitos, linfécitos e
monacitos, por intermédio da citometria de fluxo, de 25 caes portadores de linfoma no momento
do diagnédstico e uma semana apés cada sessdo quimioterapica do protocolo Madison-

Wiscosin. Jaboticabal, 2011.

Diag V+L- C+P
a+P

V+P D+P \' C \' D P

Granulocitos
(x10%uL) 11,42a 6,71b  8,27b

Linfocitos
(x103/uL) 2,87a 1,77b 1,06b
Monocitos
(x103/uL) 0,35a 0,30a 0,21a

4,87b 571b 4,470 5270 4,27b 5,55b <0,05

1,130 0,91b 1,26b 0,81b 1,07b 1,22b <0,05

0,13a 0,12a 0,13a 0,05a 0,17a 0,16a 0,10

Diag: diagnéstico; V: vincristina; L-a: L-asparaginase; P: prednisona; C: ciclofosfamida; D:
doxorrubicina.

p< 0,05 letras iguais na mesma linha nao diferem entre si

As contagens globais obtidas para granulécitos, linfécitos e mondcitos, por
intermédio da citometria de fluxo, foram comparadas aquelas obtidas pelo método
automatizado (Contador de Células ABC-VET), cujos resultados estao apresentados na
tabela 7. O valor médio relativo obtido para os granuldcitos foi de 72,54% pela
citometria de fluxo e 75,16% pelo método automatizado. Para os linfécitos o valor médio
relativo foi de 15,78% por citometria de fluxo e 13,04% na contagem automatizada e, no
caso dos monocitos, o valor médio relativo obtido na citometria foi de 2,15% e na
contagem automatizada igual a 4,91%.

Quando comparadas as duas técnicas utilizadas (citometria de fluxo e o método
automatizado), verifica-se que houve diferengas significativas apenas entre os
mondcitos, sendo que as contagens de granul6citos e linfocitos nao apresentaram
diferencas significativas em funcdo das técnicas de contagem empregadas. Tais
diferencas entre as contagens mondcitarias, na comparacao das duas técnicas, talvez,
possam ser atribuidas a pequena quantidade destas células no sangue periférico, como
também em razdo da sua grande variabilidade numérica. WEISS (2004) correlacionou

mielogramas obtidos de forma convencional aqueles obtidos citometricamente
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(imunofenotipagem de CD45"), em amostras de medula 6ssea de caes com desordens
hematoldgicas, e obteve coeficiente de correlagao igual a 0,90 entre granulécitos e
linfécitos, asseverou boa associacao entre as duas técnicas, ainda que no caso dos
mondcitos, o indice de correlacao entre as referidas técnicas tenha sido baixo (0,54).

Tabela 7. Valores médios relativos obtidos por intermédio de contagens automatizadas e
citométricas, para granuldcitos, linfocitos e mondcitos de 25 caes portadores de linfoma, durante
o protocolo quimioterapico M-W, Jaboticabal, 2011.

Granulécitos Linfécitos Mondécitos
Método 75,1615,46 13,04+2,83 4,91+1,27
Automatizado (%)
C.F (%) 72,54+4,78 15,78+3,4 2,15+0,68
p 0,15 0,23 <0,0001

C.F: citometria de fluxo. Valores de p<0,05 significativo a 5%.
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6. CONCLUSOES

Nas condi¢cdes deste ensaio e diante dos resultados obtidos, analisados e
interpretados, pode-se concluir que:

- As principais altera¢cdes no leucograma foram observadas no momento do
diagnéstico e, portanto, se referem ao estado linfomatoso.

- A maior mielosupressao leucocitaria € imposta pela vincristina e/ou suas
associacoes.

- O leucograma de caes linfomatosos pode ser avaliado tanto por intermédio de

contadores eletrénicos como por meio da citometria de fluxo.
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