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AVALIACAO PROGNOSTICA DE PROTEINAS DE FASE AGUDA E DOSAGEM DE
VITAMINA D DE CAES COM LINFOMA MULTICENTRICO SUBMETIDOS AO
TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO.

RESUMO

O linfoma € um tumor linféide que se origina principalmente em érgéos linfohematopoiéticos
sélidos, porém também pode se originar em érgaos ndo hematopoiéticos, sendo considerado
o tumor de origem hematopoiética mais importante em caninos. Os biomarcadores mais
pesquisados em linfoma multicéntrico sdo as Proteinas de Fase Aguda, (PFA), que participam
da resposta inflamatéria inicial e sdo mediadas pela interleucina-1 (IL- 1), fator de necrose
tumoral a (FNTa) e interleucina-6 (IL-6). Neste trabalho, objetivou-se determinar a
concentracdo sérica da Vitamina D, (25- Hidroxivitamina D) e das PFAs (Alfa-1 glicoproteina
acida, haptoglobina, trasferrina, ceruloplasmina, albumina, IgA, 1gG e Alfa-1 — Antitripsina)
como fatores prognésticos em caes com linfoma multicéntrico e monitorar a remissdo em caes
com linfoma em tratamento quimioterapico antineoplasico através das dosagens destes
marcadores, realizadas em trés momentos do tratamento (TO,T5 e T10). Foi feito o
diagnéstico e estadiamento de 13 pacientes com linfoma multicéntrico através de citologia e
histopatologia do linfonodo periférico afetado, obtido por biépsia excisional. Foram coletadas
também, amostras de soro dos pacientes nas semanas TO, T5 e T10 do tratamento com
protocolo quimioterapico antineoplasico CHOP e de 10 cdes saudaveis para o grupo controle.
As analises do proteinograma sérico foram feitas por eletroforese e a dosagem de vitamina D
por quimioluminescéncia. Os dados obtidos foram analisados através do software R e para a
comparacao entre os grupos foi usado o teste ANOVA. O valor progndstico das variaveis foi
determinado através da curva ROC e posteriormente esses resultados foram comparados
através da curva de sobrevivéncia de Kaplan- Meier. Os resultados indicam que a vitamina
D foi insuficiente em 86% de todos os pacientes, sendo deficiente em 23,07% no grupo GL na
semana TO0, logo ndo houve diferenca significativa entre os grupos, e ndo apresentou valor
prognéstico para o linfoma multicéntricoem cées. As diferencas entre as variaveis: I1GA,
haptoglobina e a1-glicoproteina acida foram significativas entre 0s grupos, e entre 0s
diferentes momentos da quimioterapia (p< 0,05), indicando que podem ser marcadores
sensiveis para o linfoma em caes. A al-glicoproteina acida demonstrou-se com valor
prognéstico para o linfoma, com 63% de especificidade.

Palavras chave: Linfoma ndo-Hodgkin, Oncologia clinica, Progndstico, Reacéo de fase
aguda, Vitamina D
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PROGNOSTIC EVALUATION OF ACUTE PHASE PROTEINS AND VITAMIN D
DETERMINATION OF DOGS WITH MULTICENTRIC LYMPHOMA SUBMITTED TO
CHEMOTHERAPY TREATMENT.

ABSTRACT

Lymphoma is a lymphoid tumor that originates mainly in solid lymphohematopoietic organs,
but it can also originate in non-lymphohematopoietic organs and is considered the most
important hematopoietic tumor in canines. The most researched biomarkers in multicentric
lymphoma are Acute Phase Proteins (PFA), which participate in the initial inflammatory
response and are mediated by interleukin-1 (IL-1), tumor necrosis factor a (FNTa) and
interleukin-6 ( IL-6). In this work, the objective was to determine the serum concentration of
Vitamin D, (25-Hydroxyvitamin D) and PFAs (Alpha-1 acid glycoprotein, haptoglobin,
trasferrine, ceruloplasmin, albumin, IgA, 1gG and Alpha-1 - Antitrypsin) as factors prognosis
in dogs with multicentric lymphoma and to monitor remission in dogs with lymphoma
undergoing antineoplastic chemotherapeutic treatment through the dosages of these markers,
performed at three moments of treatment (TO, T5 and T10). The diagnosis and staging of 13
patients with multicentric lymphoma was made through cytology and histopathology of the
affected peripheral lymph node, obtained by excisional biopsy. Serum samples were also
collected from patients at weeks TO, T5 and T10 of treatment with CHOP antineoplastic
chemotherapy protocol and from 10 healthy dogs for the control group. Serum proteinogram
analyzes were performed by electrophoresis and vitamin D dosage by chemiluminescence.
The data obtained were analyzed using the R software and the ANOVA test was used to
compare the groups. The prognostic value of the variables was determined using the ROC
curve and later these results were compared using the Kaplan-Meier survival curve. The results
indicate that vitamin D was insufficient in 86% of all patients, being deficient in 23.07% in the
GL group at week TO, so there was no significant difference between the groups, and did not
show a prognostic value for multicentric lymphoma in dogs. The statistical differences between
the variables: IGA, haptoglobin and a1-acid glycoprotein were significant between the groups,
and between the different moments of chemotherapy (p

<0.05), indicating that they may be sensitive markers for lymphoma in dogs. A1-acid
glycoprotein proved to be of prognostic value for lymphoma, with 63% specificity.

Keywords: Non-Hodgkin's lymphoma, Clinical oncology, Prognosis, Acute phase

reaction, Vitamin D
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CAPITULO 1- Consideracdes gerais sobre linfoma em cées, proteinas de fase
aguda e vitamina D

Introducéo

Os linfomas s&o um grupo diversificado de neoplasmas que tem em comum a
origem em células linforeticulares. Eles se desenvolvem mais frequentemente em
tecidos linféides, como em linfonodos, baco e medula 6ssea, entretanto, também
podem se desenvolver em tecidos nao linféides, como em rins, pulmédo e cavidade
nasal (Marconato et al., 2011).

E um das neoplasias mais comuns em cdes com incidéncia anual estimada em
13 a 24 para cada 100000 caes (Merlo et al., 2008). No Brasil, a incidéncia anualé de
24 a 33 casos para cada 100000 caes (Pastor et al., 2009).

O linfoma N&ao-Hodgkin (LNH) em humanos é semelhante ao linfoma canino
(LC) nos seguintes aspectos: morfologico, imunofenotipico, genotipico, clinico e
prognostico; o que reforca as idéias de estudos para avanco da medicina e patologia
comparada entre as espécies, tendo o cdo como um promissor modelo experimental
para a doenca (Thomas et al., 2011).

A etiologia do LC ainda ndo é totalmente esclarecida, por se tratar de uma
afeccdo multifatorial. Entre os fatores apontados como etiolégicos para o linfoma,
merecem destaque: os fatores genéticos, moleculares, infecciosos, ambientais e
imunologicos (Pinkerton e Young, 2013).

O linfoma pode ser classificado de acordo com a localizacdo anatémica, na qual
a forma mais comum é a multicéntrica. Baseado apenas em critérios citologicos e
histopatoldgicos, a classificacdo mais utilizada seria o sistema Kiel, dentro desse
sistema, a forma mais frequente de LC é o linfoma difuso de alto grau de grandes
células. Entretanto, atualmente o sistema de classificacdo mais aceito e completo
acerca do linfoma é o sistema WHO, que se baseia em critérios tanto histopatolégicos
como imunofenotipicos. De acordo com a literatura veterinaria 60 a 80% dos LCs séo
de origem em células B (Arico, 2014).

O tratamento para linfoma multicéntrico de alto grau geralmente corresponde

a quimioterapia com multiplas drogas, porém mesmo assim, a grande maioria dos
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caes tratados vem a apresentar recidivas, bem como desenvolver resisténcia a
guimioterapia (Marconato, 2019).

Neste contexto, a busca por elucidar os fatores predisponentes, progndsticos
e estratégias para monitorar o tratamento desses pacientes tém se tornado constante
na medicina veterinaria, para que se possa intervir terapeuticamente antesque o
paciente volte a apresentar os sinais clinicos, como por exemplo, a linfadenopatia
(Arico et al., 2014; Marconato et al., 2019).

Estudo de Melamby et al. (2016), apontou a concentragdo sérica da Vit D e das
proteinas de fase aguda como fatores prognésticos e preditivos de alta sensibilidade
em diversas neoplasias, tanto na medicina humana como na veterinaria, inclusive em
linfomas (Mellanby et al., 2016). Malone et al. (2010), destacou a vitamina D como
fator prognaostico e preditivo em cdes com mastocitoma grau Il, alto grau, e apontou
a existéncia de um receptor para 25(0OH)D3, presente no nucleo das células
neoplasicas, o receptor VDR, sugerindo um alvo terapéutico.

Echkersall, (2014), sugeriu que as proteinas de fase aguda sdo marcadores
sensiveis para o linfoma multicéntrico em cées e que estas podem inclusive, em caso
de recidiva, demonstrar alteracdes em suas concentracdes precocemente, sendo
considerado mais sensivel que a citologia dos linfonodos periféricos.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi determinar a concentracao sérica da
Vit D, (25- hidroxivitamina D) e das proteinas de fase aguda como fatores prognésticos
em caes com linfoma multicéntrico e monitorar a condicdo de remissdo em caes com
linfoma em tratamento quimioterapico antineoplasico através destes marcadores,
dosados em trés semanas distintas do protocolo quimioterapico antineoplasico (TO,T5,
T10).
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1.1 Revisao de literatura

1.1.2 Linfoma Canino

O linfoma representa a neoplasia hematopoiética mais comum em cédes com
uma taxa de incidéncia anual mundial minima estimada de 13-114 por 100.000 cées
.Embora o LC possa afetar qualquer raca, as mais predispostas sado as de tamanho
meédio a grande (Edwards, 2003; Villamil, 2009). Uma ocorréncia de carater hereditario
foi relatada em algumas racas incluindo o Bullmastiff, Rottweiler, Scottish terrier e
Golden Retriever (Lobetti, 2009).

Aincidéncia de linfoma em caes tem aumentado significativamente nas Ultimas
décadas, de forma semelhante ao que tem acontecido na espécie humana, com o
chamado linfoma N&o Hodgkin (Howlader et al., 2012). Existem varias semelhancas
etiologicas, e comportamentais entre o Linfoma canino e o LinfomaN&o Hodgkin,
e o fato do genoma dos cées ter sido sequenciado e estudado ha bastante tempo,
torna os cdes um modelo experimental promissor para estudar a doenca em humanos.

Apesar de nenhuma causa definitiva para o LC tenha sido estabelecida, a vida
em areas industriais, com a exposi¢ao aos residuos domeésticos, ou aos incineradores
(Takashima Uebelhoeret al., 2012), exposicdo a radiacdo, aos poluentes e aos
campos magnéticos demonstraram aumentar o risco de desenvolvimento de LC
(Marconato et al. 2009; Pastor et al. 2009).

Evidéncias adicionais apontam que toxinas ambientais podem desempenhar
um papel na carcinogénese, e isso vem da observacado de que gendtipos defeituosos
da enzima desintoxicante glutationa-S-transferase (GST), e GST teta 1 (GSTT1) em
particular, que compreendem uma familia de enzimas multifuncionais que catalisam o
ataque nucleofilico da forma reduzida da glutationa (GSH), esta possui um papel
central na defesa das células contra o estresse oxidativo a compostos que apresentam
um carbono, um nitrogénio ou um atomo de enxofre eletrofilico e estdo super-
representados em cancer humanos. Das 27 variantes GSTT1 identificadas no céo, um
gendtipo foi presente em 18% de todos os casos de LC (Ginn et al., 2014). Essa
mutacdo pode afetar a decodificacdo de mRNA e, como resultado, causar alteracées

na expressao e atividade enziméatica (Ginn et al., 2014).
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A manifestacao clinica do linfoma varia de acordo com o 6rgdo que a neoplasia
esta afetando em determinado paciente. Ele pode ser classificado de acordo com a
localizagdo anatdbmica em multicéntrico, extranodal, mediastinico, cutaneo,
gastrointestinal, hepatico, ocular, sistema nervoso, pulmonar e atipico (Vail et al.,
2019). Em geral, o linfoma pode cursar com edema em membro, em face, sindrome
da veia cava cranial, vomito, diarréia, apatia, febre, ascite, ictericia linfadenomegalia,
eventualmente pode ocorrer dispnéia por conta de infiltracdo pulmonar ou efuséo
pleural e ainda pode cursar com politria e polidipsia em decorréncia da hipercalcemia
(Vail et al., 2019).

O estadiamento varia em estadios de | a V. O estadio | corresponde ao
comprometimento de apenas um linfonodo; o Il corresponde ao comprometimento
regional da cadeia linfatica (linfonodos craniais ou caudais a linha média do paciente);
o Il ao comprometimento generalizado da cadeia linfatica; o IV apresenta também o
comprometimento do baco e do figado com ou sem a presenca do estadiolll e o
estddio V corresponde a qualquer das manifestacbes anteriores com o
comprometimento de medula 0ssea, sangue periférico e/ ou de 6rgaos nao-linféides,
como o pulméo, por exemplo. Ha ainda os subestagios: auséncia ou presenca de
sinais clinicos, respectivamente subestagios a ou b (Tabela 1), (Vail et al., 2019).

O diagnéstico envolve a citologia como exame de triagem e o estadiamento é
feito por meio de exames de imagem, como ultrassonografia abdominal e radiografia
de torax. Faz parte do diagnadstico, a caracterizacao do tipo histolégico de acordo com
a classificacdo de Kiel e do imunofendétipo através da imunoistoquimica, marcando a
expressdo de moléculas especificas para linfocitos B (CD79a, Pax5, CD20) e para
linfocitos T (CD3, CD4), como reportado por Vail e Young (2019).

A imunofenotipagem do LC também pode ser determinada pela citometria de
fluxo (Comazzi; Gelain, 2011) e pela PCR for Antigen Receptor Rearrangement
(PARR), de acordo com Gentilini et al. (2009).

Ainda em relacdo as ferramentas diagnosticas para o linfoma, tém-se os
biomarcadores como algo frequente na pesquisa e cada vez mais proximo da
utilizacdo na rotina clinica. Biomarcadores sédo proteinas séricas que podem ser
usadas para diagnosticar e/ ou monitorar uma doenca especifica. Mensuracdes

séricas de proteinas de fase aguda como a PCR (Proteina C Reativa) e
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haptoglobina tem baixa especificidade e sensibilidade para diagndstico de LC,
entretanto quando combinadas a dosagem de TK1, uma enzima da sintese de
precursores de DNA, ou quando correlacionado a todo o proteinograma do paciente
e aos dados clinicos é util como teste diagnostico e de monitoramento da doenga em
cées (Comazzi; Gelain, 2011).

O tratamento do linfoma multicéntrico € baseado mais comumente em
protocolos multiagentes, ou seja, utilizando trés ou mais quimioterapicos diferentes de
forma alternada ao longo das semanas. Como por exemplo, o protocolo CHOP
(Vincristina, Ciclofosfamida, Doxorrubicina e Prednisolona), ou CHOP (L.
Asparginase). Atualmente existem terapias alternativas a quimioterapia para o linfoma,
como a radioterapia e a imunoterapia (Vail et al., 2019).

A classificacéo do linfoma em cada caso clinico de acordo com a WHO, tem
se demonstrado importante na escolha adequada do tratamento, bem como na
elucidacdo dos comportamentos e prognosticos de cada doenca de forma
individualizada, avancando no diagnostico e tratamento do linfoma tanto na espécie
canina, quanto na humana (Howlader et al., 2012).

Tabela 1: Estadiamento clinico do linfoma proposto pela WHO

| Envolvimento de apenas 1 linfonodo

Il Envolvimento dos linfonodos regionais

[l Linfoadenomegalia generalizada

IV Envolvimento de baco e/ou figado com ou sem estagio Il

V Envolvimento da Medula 6ssea com ou sem estagio I-IV ou de 6rgéaos

nao linfoides

Sub-estagios a: Sem sintomatologia sistémica

b: Com sintomatologia sistémica

Adaptado de North e Banks, 2009

1.1.3 Linfoma Multicéntrico

O linfoma multicéntrico acomete os linfonodos tanto periféricos como

cavitarios, o baco, o figado, as tonsilas, a medula éssea, sangue periférico e 6rgaos
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extranodais, como o pulmao. Cerca de 80% dos casos de LC s&o do tipo multicéntrico
(Couto, 2015; Vail e Young, 2019).

Os sinais clinicos mais comumente apresentados por cdes com linfoma
multicéntrico incluem linfadenopatia generalizada, edema dos membros por obstrucao
do fluxo linfatico, anorexia, apatia, perda de peso, caquexia, esplenomegalia,
hepatomegalia, desidratacado, febre, ascite, palidez das mucosas e ictericia (Fighera
et al., 2006). Geralmente nos estagios iniciais, a linfadenomegalia pode estar restrita
aos linfonodos submandibulares e cervicais superficiais (Vail e Young, 2019).

1.1.4 Classificacdo de WHO

A classificagdo mais recente e completa sobre linfomas em cées € o sistema
de classificacdo da WHO, que inclui informages sobre o imunofendtipo da doenca
(valli et al., 2013).

O sistema da WHO € baseado em uma avaliacao histoldgica e imunofenotipica
extrapolada da classificacdo humana que foi aplicada ao céo. Verificou-se mais de 50
subtipos diferentes de linfoma, entretanto, a grande maioria dos casos de linfoma esta
compreendida em apenas cinco subtipos: linfoma difuso de grandes células B, que
corresponde a 54% da frequéncia total de casos de linfoma em cées, linfoma células
T periférico ndo especificado (16%), linfoma zona T nodal (14%), linfoma T
linfoblastico (5%) e linfoma de zona marginal (células B) (4%), (Tabela 2) (Valli et al.
2011).

O estudo de Valli et al., ( 2013) apontou que o imunofendétipo T pode estar
relacionado com o comportamento mais agressivo do linfoma multicéntrico, bem como
com a falha do tratamento e surgimento de mecanismos de resisténcia aos diversos

guimioterapicos como, por exemplo, a doxorrubicina e a ciclofosfamida.
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Tabela 2 : Classificacdo da WHO para linfomas multicéntricos em caes.

Linfoma B | Precursor maduro Leucemia Linfoblastica Aguda-B (LLA-B), Linfoma Linfoblastico-B (LL-
B), Leucemia Linfocitica Cronica-B
(LLC-B), Linfoma Linfocitico Pequeno-B (LLP-B), Linfoma
Linfocitico Tipo Intermediario e Linfoma Linfoplasmocitico

folicular Linfoma de Células do Manto, Linfoma de Células do
Centro Folicular-1 (LCCF-1), LCCF-Il, LCCF-IIl, Linfoma de
Zona Marginal (LZM), LZM Esplénico e Linfoma de Tecido
Linféide Associado a Mucosa.

Tumores plasmociticos | TP Indolente, TP Anaplasico e Mieloma

Linfoma de  Grandes | LGCB Clivado ou ndo Clivado, Linfoma Imunoblastico de

Células B Grandes Células, LGCB rico em Células T e LGCB Timico
Linfoma BurkittLike
Linfoma T | Precursor LLA-T e LL-T
Maduro LLC-T, LLP-T, Leucemia ou Linfoma Linfocitico de
Grandes Granulos e LLC de Células NK
Cutaneo Linfoma Epiteliotrépico Cutaneo (LEC) e Linfoma nédo

Epiteliotropico Cutaneo

Linfoma de célulaT

periférico ou

Extranodal

Linfoma Angiotrépico Linfoma Angiocéntrico e Linfoma Angioinvasivo

Linfomade célula T
intestinal

Linfoma de Grandes
células anaplasico

Fonte: Marconatto et al., 2009

1.1.5 Resisténcia ao tratamento quimioterapicoem LC

A eficacia da quimioterapia € limitada pelo aparecimento de mecanismos de
resisténcia aos medicamentos, também conhecida como Drugs Resistance (DR), e
devido as limitagbes em alternativas de opcdes de tratamento para LC, o
desenvolvimento de DR tem um grave impacto no prognéstico (Lage, 2008).

A DR pode ter muitas causas, mas 0 aumento da expressdo dos drug
transporters of the ATP-Binding Cassette superfamily (Trasportadores ABC), incluindo
P-gp (ABCB1), MRP1 (ABCC1), and BCRP (ABCG2) parecem ter um papelimportante

neste processo (Lage, 2008).
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Os transportadores ABC sdo uma superfamilia do sistema de transporte
transmembranar que é uma das mais antigas familias de genes. E representado em
todos os filos existentes, de procariontes a humanos. Os transportadores ABC
geralmente consistem em varias subunidades, das quais, uma ou duas séo proteinas
transmembranares, e uma ou duas sdo das ATPases associadas amembrana. As
subunidades ATPase utilizam a energia de ligacéo e hidrélise da adenosina trifosfato
(ATP) para fornecer a energia necesséria para a translocagdo de substratos atraves
das membranas, para captacdo ou exportacdo do substrato(lto et al. 2015).

A DR intrinseca é mais comum em Linfomas de células T do que em linfoma de
células B. Nesse caso, a DR no linfoma de células T esta associada ao aumento da
expressdo de ABCG2, ja a DR adquirida nos linfomas de células B tendem a estar
associados a superexpressao ABCB1(Zandvliet et al. 2014).

Com base nesses achados, existem duas opc¢des terapéuticas disponiveis: a
reversdo de DR usando o bloqueio da P-gp (Glicoproteina P) e inibidores do BCRP ou
com o uso de drogas citotoxicas que ndo sao substratos para a P-gp nem BCRP.
Inibidores da Glicoproteina P que podem ser Uteis no tratamento de DR em LC,
incluem PSC833 (Valspodar) e o inibidor de tirosina-quinase, masitinibe (Zandvliet et
al. 2014).

Embora o uso de Valspodar nos casos de resisténcia aos medicamentos do
linfoma pareca promissor, a inclusdo do PSC833 em uma primeira linha no protocolo
baseado no CHOP néo ofereceu beneficio ao tratamento (Ito et al. 2015).

Porém, medicamentos que ndo sao substratos tipicos para os transportadores
ABCBB1 e ABCG2, principalmente os agentes alquilantes e L-asparaginase, séo
drogas Uteis para serem usadas nos varios protocolos quimioterapicos de resgate para

o linfoma multicéntrico (Ito et al. 2015).

1.1.6 Proteinas de Fase Aguda

A resposta de fase aguda é uma resposta mais rapida, que se estabelece antes
da estimulacéo da resposta imune especifica e em muitos casos antes do inicio dos

sinais clinicos. Portanto, isso pode ser considerado como uma indicacao
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precoce para algum processo patoldgico ou doenca. A resposta de fase aguda é nao-
especifica, porque se desenvolve secundariamente a numerosas condi¢cdes que
podem produzir injaria tecidual (Kogica, 2003).

Em animais com disturbios no equilibrio fisiolégico devido a infeccao,
inflamacéo, injuria tecidual, neoplasia ou desordem imunoldgica, hd uma resposta de
fase aguda inespecifica. Esta resposta compreende alteracdes na concentracdo de
algumas proteinas séricas referidas como proteinas de fase aguda (PFA). As PFA sao
glicoproteinas produzidas e liberadas pelos hepatdécitos a partir de estimulo especifico
de citocinas [interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator alfa de necrose tumoral
(TNF)]. Quando uma PFA apresenta sua concentracdo aumentada no soro ou plasma
€ considerada uma proteina de fase aguda positiva (alfa-1- antitripsina, alfa-1-
glicoproteina acida ceruloplasmina e haptoglobina), e quando sua concentracao
diminui com a injuria € considerada uma proteina de fase aguda negativa (pré-
albumina, albumina e transferrina) (Eckersall, 2008).

A producéo e resposta das PFA (Proteinas de Fase Aguda) dependem de cada
espécie. No caso, em cées, uma resposta mais expressiva ocorre com a proteina C
reativa e haptoglobina, entretanto, em gatos, um aumento significativo dessas
proteinas ndo tem sido detectado na inflamacéo (Cerén et al., 2005).

A analise das proporcOes das fracBes proteicas séricas tem grande valor na
abordagem de desordens agudas e cronicas, paraproteinemias, hemoglobinopatias,
deficiéncia imunoldgica e anormalidades genéticas, tem utilidade também, juntamente
com outras investigacdes em doencas hepaticas e neoplasias como mieloma multiplo,
leucemias e linfomas. Dessa forma, o exame ajuda a entender a clinica das doencas
e auxiliar no diagnostico de afeccdes que possuem padrdes eletroforéticos
caracteristicos (Ramprasad e Siddappa, 2015).

Estas proteinas permitem o diagndéstico de processos inflamatérios em animais
com supressao ou depressdao medular. Além disso, sdo Uteis na monitoracdo da
resolucdo tecidual de traumas ou inflamacédo, e também na avaliacdo da resposta
organica ao tratamento (Céron,2005).

A avaliacdo do proteinograma sérico determinado através da eletroforese tem

sido utilizado para detectar e fornecer informagdes sobre o prognéstico de diversas
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neoplasias, como por exemplo, 0s carcinomas mamarios, leucemias, linfomas e
mielomas (Battisti et al., 2013).

Em relac@o especificamente aos LCs, o estudo de Calazans et al., 2009
concluiu que os resultados obtidos pela SDS-PAGE sugerem que concentragdes
séricas mais elevadas de ceruloplasmina e haptoglobina e menores de albumina
podem estar associadas a presenca do linfoma em cées, bem como ao seu
prognostico. Além disso, pode ser uma ferramenta Util para indicar a doenca residual
minima em pacientes que receberam alta do tratamento antineoplasico (Battisti et al.,
2013).

A Doenca Residual Minima (DRM) é definida como a presenca de células
neoplasicas detectaveis por métodos mais sensiveis de procura, como biologia
molecular ou imunofenotipagem. Ou seja, quando ndo se pode detectar doenca por
métodos morfoldgicos, como citologia ou exames de imagem, mas é possivel detectar
por meétodos mais sensiveis, como PCR, imunoistoquimica e biomarcadores
sorologicos (Contin et al., 2015). Frequentemente, 0s cdes que alcangam a remissao
completa poderdo ter recidiva ap0s o tratamento. Isso ocorre por conta da
multiplicacdo dos clones das células tumorais que ndo foram afetadas pelo protocolo
de quimioterapia adotada inicialmente, essas células sdo chamadas de MDR clones,
e elas tendem a ser mais resistentes as drogas que as células do tumor original, por
terem maior expressao do gene MDRL1 e consequentemente da glicoproteina P. Por
essa razao é imprescindivel o desenvolvimento de ferramentas capazes de monitorar
o tratamento e pos-tratamento dos pacientes com linfoma multicéntrico, deforma a
prever a falha da terapia antes mesmo da linfadenopatia e dos sinais clinicos. Nesse
contexto, os estudos das proteinas de fase aguda parecem ser promissores no
alcance desse objetivo (Contin et al., 2015).

A mensuracdo das concentracdes das proteinas de fase aguda pode auxiliar,
muitas vezes, no monitoramento de protocolos terapéuticos em cées com
determinadas neoplasias (Céron et al., 2005). Segundo Eckersall, (2004), estas
proteinas, além de Uuteis no auxilio diagnéstico de linfomas em pacientes humanos,
leucemia e mieloma mdultiplo, sdo indicadoras de prognéstico e permitem detectar

precocemente enfermidades graves, por exemplo, a sepse.
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1.1.7 Concentracdo de proteinas de fase aguda e progndstico de neoplasias

As concentracdes séricas de PFAs também sofrem alteracfes em processos
neoplasicos (Calazans et al., 2009; Mylonakis et al., 2011). Estudos demonstraram
variacbes nas PFA em caes portadores de tumores mamarios, pancreaticos,
carcinoma de células escamosas e linfoma (Calazans et al., 2009; Galezowski et al.,
2010; Mukorera et al., 2011), e em seres humanos no cancer de prostata e mama
(Starket al., 2009). Nas neoplasias mamarias em cées, as variacdes das
concentragcbes séricas das PFA podem ocorrer em funcdo da inflamacéo tecidual
cronica, do tamanho do tumor primario e da presenca de metastases (Crossley et
al., 2010).

Em estudo de Crossley (2010), foram avaliadas 45 cadelas, de idades e racas
variadas, diagnosticadas com neoplasia mamaria, nas quais foi realizado o teste de
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
para identificar as PFAs (albumina, ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina, a-1
antitripsina e a-1 glicoproteina acida) e o teste ultrassensivel para proteina C reativa
(PCR), mediante a esse teste foi concluido que a PCR e a haptoglobina sédo proteinas
inespecificas, porém, altamente sensiveis, podendo ser usadas como ferramentas
auxiliares no diagnostico e prognostico de neoplasia mamaria em cadelas. A avaliacao
combinada da PCR e Haptoglobina é melhor do que a individual, e pode sugerir
malignidade (Crossley et al., 2010).

Hé& poucos estudos em caes que avaliaram a resposta inflamatéria inicial em
linfomas multicéntricos, principalmente diferenciando histopatologicamente e
imunofenotipicamente a doenca. Entretanto, segundo Eckersall (2014), pesquisas
recentes em humanos tém evidenciado que a qualificacdo e a quantificacdo de
proteinas séricas podem subsidiar o diagnostico e fornecer valiosas informacdes
prognosticas e de monitoramento de doencas linfoproliferativas.

Pacientes caninos diagnosticados com linfoma multicéntrico que possuiam
maiores concentracdes de alfa-1- glicoproteina &cida no momento do diagndstico ja

foram associados a uma melhor resposta ao tratamento quimioterapico, e
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consequentemente maior sobrevida em cées. Ja os niveis altos de haptoglobina ao
longo da quimioterapia foram associados com pior prognéstico para caes com linfoma
(Eckersall, 2014).

1.1.8 Haptoglobina

E uma glicoproteina (alfa-2-globulina) composta por duas subunidades alfa e
beta, com cerca de 63 KD, que se estabilizam ao se ligarem especificamente a
hemoglobina plasmética livre, dando origem a um complexo proteico que sera
conduzido da circulacdo para o sistema mononuclear fagocitario, no qual ocorrera o
reaproveitamento do ion ferro durante a etapa da hemocaterese e na defesa contra
patogenos (Levy et al., 2010).

E considerada uma das mais importantes PFA (Proteinas de Fase Aguda) em
todas as espécies, por ser uma das mais sensiveis, especialmente em bovinos e
caninos. A elevacdo de seus valores em caes € ocasionada por processos
inflamatorios, corticoterapia, tripanossomiases, leishmaniose, trauma, sindrome de
Cushing e neoplasias (Ceron et al., 2005). Sendo assim se faz necessaria a analise
correlacionada com a clinica do paciente, com outros parametros, como o0
proteinograma e as demais proteinas de fase aguda em conjunto. A correlacdo da
alteracao na concentracao sérica desta proteina com o cancer em cées ja foi relatado
em tumores mamarios, linfomas e leucemias (Silva, 2008). Em LC, a concentracao de
haptoglobina normalmente é bastante aumentada, cerca de quatroa cinco vezes
maior que em caes saudaveis, demonstrando ser um marcador sensivel para esta

afeccédo (Tabela 3) (Calazans et al., 2009).
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Tabela 3. Médias e desvios-padrdo das concentracdes séricas das proteinas (mg/dL)

verificadas no proteinograma obtido em gel de poliacrilamida de cdes sadiose caes

com linfoma.

Proteina Peso  molecular | Cées sadios | Cées com linfoma
(d) mg/dL mg/dL

Imunoglobulina A 145.000 25,91+10,06 19,11+16,99

Imunoglobulina G | 36.000 603+596,50 8141666,91

cadeia leve

Haptoglobina 42.000 94,54+59,50a 554+449,51b

Albumina 65.000

Ceruloplasmina 125.000 3,42+7,44a 43,95+18,19b

Imunoglobulina G | 57.000 1.002+499,11 998+907,23

cadeia pesada

Fonte: Calazans et al., 2009.

1.1.9 Albumina

Em caes saudaveis, a albumina corresponde a 60% da concentracao total de
proteinas, sendo a mais abundante no plasma. A albumina é sintetizada pelos
ribossomos dos hepatdcitos, transferida para o reticulo endoplasmatico rugoso,
reticulo endoplasmatico liso e complexo de golgi, atravessando a membrana dos
sinusoides (Silva et al.; 2008).

A quantidade de albumina sintetizada € controlada pelas variagbes na pressao
coloidosmotica, detectada através de receptores nos sinusoéides, embora também
sofram influéncia dos hormdnios, como a insulina, tiroxina e cortisol (Evans, 2002).
Somente cerca de 30 a 40% da albumina esta presente no sangue, o restantese
encontra no intersticio. Os musculos, figado e rins sdo os 6érgdos onde ocorre 0
catabolismo da albumina, sendo responsaveis pela metabolizacdo de 40 a 60% da
albumina total (Santarén et al., 2008)

Além de manter a pressdo coloidosmética, a albumina possui funcdo de
transporte de substancias. Diversos metabdlitos no sangue séo transportados pela

albumina, e isso auxilia o deslocamento de substancias que sao sollveis em agua e
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evita a eliminacao excessiva, através do rim, de moléculas pequenas. Dessa forma,
acidos graxos, colesterol, bilirrubina, oxido nitrico e ions séo carreados pela albumina
(Evans, 2002; Kaneko et al., 2008).

A hipoalbuminemia esta presente em pacientes com diversos neoplasmas,
sendo um achado comum nessas afec¢des. Entretanto, de acordo com Prince (1991)
a presenca de hipoalbuminemia em cdes com linfoma esta associada a um pior
prognéstico, por ser indicativa de inflamacdo aguda, hepatopatia ou sepse nestes

pacientes e, portanto, indica uma pior resposta a quimioterapia (Eckersall, 2008).

1.1.10 Alfa-1-antitripsina (AAT)

A alfa-1-antitripsina (AAT) compde o grupo dos “inibidores de proteases”, que
possuem a funcdo de neutralizar as atividades das enzimas proteoliticas, durante
um processo inflamatério agudo. E chamada de antitripsina por sua capacidade de
inativar a tripsina, uma enzima digestiva pancreatica, porém € mais eficiente
inativando outras enzimas digestivas, como a elastase produzida por neutrofilos.
Assim, sua nomenclatura mais precisa € Inibidor de Proteinase alfa 1 (IPa1) (Naoum
et al., 1999).

Desta forma, sua sintese é estimulada durante a resposta inflamatéria aguda,
ou seja, € uma PFA positiva. O aumento da AAT ¢é tipico das hepatopatias, exceto
na cirrose, nesse caso ela tende a diminuir sua concentracao, também aumenta na
doenca pulmonar crénica (Naoum et al., 1999).

As enzimas proteoliticas que séo inativadas pela AAT possuem a capacidade
de degradar a membrana basal e a matriz extracelular, permitindo o contato das
células neoplasicas com o0 estroma e consequente penetracdo e infiltracdo celular,
ocasionando metastases e crescimento tumoral (Gomes et al., 2009). Portanto a AAT
tem sido apontada como fator protetivo contra diversas neoplasias, com potentes
propriedades antiinflamatérias e pode aumentar principalmente emlinfomas de
estagio IV (Kaneko et al., 2008).
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1.1.11 Alfa-1-Glicoproteina Acida (AGP)

A alfa-1-glicoproteina acida (AGP) € uma alfa-1-globulina, sua concentracéao
sérica altera-se significativamente apds um processo inflamatério. A AGP apresenta
propriedades imunomoduladoras, de reparo e de cicatrizacao; se liga a maioria dos
farmacos e agentes inespecificos, apresenta sua concentracdo elevada na babesiose,
erliquiose, parvovirose e neoplasias como linfoma, sarcoma e carcinoma (CERON et
al., 2005). A AGP é uma das principais proteinas glicosiladas no soro, com peso
molecular por volta de 43 KD (Eckersall, 2008).

A AGP se liga aos metabdlitos enddgenos, tais como a heparina, histamina,
serotonina, esteroides e catecolaminas (Israili e Dayton, 2001). Ha ainda relatos sobre
a habilidade da alfa-1-glicoproteina acida se ligar a farmacos. Isso pode ter
implicacbes terapéuticas, como afetar a concentragdo de farmacos livres, diminuindo
a fracdo ativa dessas drogas na corrente sanguinea, o que influencia diretamente na
farmacocinética do medicamento e na eficacia do tratamento (Eckersall, 2008).

A habilidade da AGP em se ligar a substancias de baixo peso molecular pode
exercer uma funcéo de protecdo geral, como a ligacdo a lecitinas e endotoxinas. A
AGP também tem vérias funcbes na defesa inata contra infeccdo e modulacdo da
resposta imune (Kogika et al., 2003). Além disso, a fagocitose, a ativacdo de
neutrofilos e agregacao plaquetaria séo inibidas pela alfa-1-glicoproteina acida e ela
parece ter participacdo na maturacédo de linfécitos B e T (Israili e Dayton, 2001).

Na maioria das espécies, a AGP é uma proteina de fase aguda moderada, ou
seja, aumenta aos poucos, porém permanece elevada por mais tempo do que a
proteina de fase aguda principal, como a proteina C-reativa de caninos e haptoglobina.
Nesse caso, isso pode ser promissor no diagnostico de diversas enfermidades (Israili
e Dayton, 2001).

Em estudo de Vieira et al. (2010), ao avaliar o proteinograma sérico de caes
diagnosticados com linfoma cutdneo no momento do diagnostico e ao longo do
tratamento, foi observado que no momento do diagndstico, os cdes apresentaram

concentracfes elevadas de AGP e transferrina, quando comparados com caes sadios.
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1.1.12 Ceruloplasmina

A ceruloplasmina € uma proteina responsavel pelo transporte do cobre, na
producdo de células vermelhas e na protecao celular de compostos gerados pela
fagocitose de microrganismos e debris celulares, sendo um importante antioxidante
(Gruys et al., 2005). Constitui-se de uma proteina de fase aguda positiva, que se
desloca para fracéo alfa-2-globulina (Bush, 2004). Seu aumento ocorre nos processos
inflamatorios, infecciosos, virais e parasitarios, enquanto a diminuicdo é observada
principalmente ao nascimento, em casos de desnutri¢cdo, nefrose e doencas hepéticas
associadas a intoxicacdo por cobre. Sua meia vida é de aproximadamente quatro dias,
mais curta em relacdo a al-glicoproteina acida (Bush,2004).

A inflamacéo aguda, a leséo tecidual e a febre produzem um aumento nas alfa-
globulinas, como a haptoglobina e ceruloplasmina, as vezes acompanhadas por um
aumento nas betaglobulinas, como o fibrinogénio. A inflamagdo subaguda produz um
aumento nas alfa e betaglobulinas. Ja na inflamacédo crénica, ha um aumento das
gamaglobulinas (Bush, 2004).

Calazans et al. (2009) compararam o perfil das PFA em soro de cdes sadios e
com linfoma multicéntrico, detectando uma elevacdo da ceruloplasmina e

haptoglobina, assim como uma diminuicdo na albumina, nos caes com linfoma.

1.1.13 Transferrina

A transferrina € uma betaglobulina produzida pelos hepatdcitos, cuja funcao é o
transporte do ferro plasmatico, sendo o seu aumento um sinal de caréncia de ferro
(Pires et al., 2011). A transferrina € uma proteina de fase aguda negativa, cujos teores
séricos tendem a decrescer na presenca de condicao inflamatoéria (Tizard, 2008).

A concentracdo da transferrina também pode estar aumentada na anemia
ferropriva e na gestacdo. Essa proteina plasmatica possui meia vida de oito a dez
dias, possuindo também uma atividade antibacteriana e anti-viral. Reducdes de

transferrina sdo observadas em doencas hepaticas, infeccbes agudas e crbnicas,
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leucemia (Pires et al., 2011) e nas anemias hemoliticas, onde os niveis de ferro sérico
estao elevados (Tizard, 2008).

O metabolismo do ferro esta associado com as proteinas ligadoras de ferro,
tais como a transferrina, a lactoferrina, a haptoglobina e a ferritina. Em condi¢des
inflamatérias ou de infecgdo, como por exemplo, apds a invasao bacteriana, é parada
a absorcéo de ferro intestinal, no intuito de dificultar a sobrevivéncia do patégeno no
organismo hospedeiro (Pires et al., 2011).

Em estudo de Hernandez et al. (2017), nos cédes com linfoma foi encontrada
associacao positiva entre o tempo de sobrevida e as concentracbes baixas das
proteinas albumina e transferrina, ou seja, os caes com linfoma apresentaram uma
reducéo significativa nas concentracdes de albulmina e transferrina em relacdo aos

cdes saudaveis.

1.1.14 IgA

A IgA existe primariamente em duas formas, como um monémero (160 KD)
no sangue e naforma secretéria como um dimero (390 KD). Menos comumente, a IgA
pode ocorrer na forma de polimero. Em animais domésticos, a IgA € importante como
anticorpo secretorio dentro do trato intestinal e dos pulmdes. Ela é responsavel por
neutralizar virus e ndo permitir a aderéncias de patdgenos bacterianos aos tecidos
alvo (Kaneko, 1997).

A IgA encontra-se em maior concentracdo nas doencas infecciosas, hepaticas,
doencas do tecido conjuntivo, mielomas e outros tumores do sistema reticulo
endotelial. A IgA apresenta-se em menor concentracdo nos fetos, nos animais recém-
nascidos antes da ingestdo do colostro, nas deficiéncias imunoldgicas e na
gamaglobulinemia (Kaneko, 1997). A IgA esta presente nas secrecfes externas
(lagrima, saliva, secrecdes respiratorias, gastrintestinais e genitourinarias) em muitas
espécies animais, sendo importante para defesa local e protecéo de varias superficies

do corpo contra invaséo bacteriana e viral (Jain, 1993).
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1.1.15 IgG

As 1gGs sao as principais imunoglobulinas encontradas no sangue e sao
responsaveis pela imunidade humoral do organismo, elas apresentam varias funcées
biolégicas, incluindo opsonizacgao, aglutinacao e fixacdo de complemento (Jain, 1993).
A IgG apresenta elevacdes e diminuigdes na sua concentragdo sérica semelhantes a
IgA mediante processos neoplasicos (Kaneko, 1997).

No soro, a IgG é a classe de anticorpos com maior concentracao,
aproximadamente 1 a 2g/100mL, o que pode variar entre as espécies (Tizard, 2008).
A estrutura da IgG corresponde a uma cadeia de quatro polipeptideos com um peso
molecular total de 180 KD. As cadeias gama sdo as mais pesadas de IgG eséo
exclusivas dessa imunoglobulina. A IgG pode estar no sistema vascular e distribuir-se
por toda parte do fluido extravascular tecidual, onde ela possui muitas funcdes de
protecao, e suas subclasses estéo discriminadas na maioria das espécies (Gershwin,
2008).

A elevacdo significativa nas concentracdes de IgG dos cdes com linfoma
cutaneo foi detectada em estudo de Hernandez et al. (2017), condizente com
pesquisas que avaliaram a resposta humoral em pacientes humanos acometidos por
linfoma cutaneo e que encontraram hipergamaglobulinemia (Talpur et al., 2002). Isso
pode ser justificado pela ativacdo das células B normais, pela producdo de uma
substancia denominada “fator soluvel” nesses pacientes que estimula a produgao de

IgG por estas células (Talpur et al., 2002).

1.1.16 Globulinemia em linfoma

Nos tumores de células linféides pode haver o aumento de alfa-2 e
betaglobulinas, apesar de nos linfomas e carcinomas hepéticos seja comum ocorrer
um aumento de beta e gamaglobulinas (Bush, 2004). Em 20% dos cées com linfoma
h& hipergamaglobulinemia que causa a hiperglobulinemia de forma geral (Cardoso
et al., 2004).

No linfoma, pode haver gamopatia monoclonal ou policlonal, que s&o doencas

decorrentes de alteracdes na sintese de imunoglobulinas, ou seja, principalmente
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ocorre quando h& uma proliferacdo de células do tipo B que resulta em sintese
excessiva de uma imunoglobulina monoclonal (Kaneko et al., 2008). Dessa forma,
esta gamopatia esta ligada a doencas linfoproliferativas, especialmente aos linfomas
difusos de células grandes B (Giraudel et al., 2002).

Além disso, a alfa-1-glicoproteina acida parece exercer algum papel na
maturacédo de linfécitos B e T, podendo ter sua concentracdo alterada em casos de

linfomas e ter uma influéncia na gamaglobulinemia (Israili e Dayton, 2001).

1.2 Dosagem sérica de Vitamina D e o cancer

A vitamina D (VD) é um hormdnio esteroide, que esta relacionado com a
proliferacao celular. A 1,25(0OH)2D3 (Calcitriol) & a forma ativa da VD e pode ser obtida
através de alimentos como, peixe, e derivados do leite, ovos e possui absor¢céo no
duodeno e jejuno dos animais. A absorcao intestinal da VD requer a presenca dos sais
biliares, porque esta € lipossoluvel (Cunningham et al., 2014; Melanby, 2016).

A VD é produzida de maneira enddgena na maioria dos mamiferos, a partir de
um precursor produzido pela pele, o 7-dehidrocolecalciferol, que é ativado com a agéao
dos raios ultravioletas da luz solar e se transforma em pré-vitamina D3. Entretanto, no
caso dos cées, eles possuem uma capacidade reduzida de sintese docolecalciferol na
pele quando comparados as outras espécies devido a baixa disponibilidade desse
precursor na pele que é rapidamente convertido em colesterol,tendo que adquirir a
VD, principalmente através da dieta (Cunningham et al., 2014; Melanby, 2016).

Apés a ingestdo ou sintese através da pele, a VD é encaminhada ao figado
onde sofre hidroxilacdo e se torna a forma 25-hidroxicolecalciferol, que € a forma mais
abundante da VD na circulacdo. Depois disso, a forma 25-hidroxicolecalciferol sofre
uma segunda hidroxilacéo nos rins, assumindo entédo a sua forma ativa no organismo,

o calcitriol (Figura 1).
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Fonte: Cunninghanet al., 2014
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Figura 1- Sintese e metabolismo da vit D. Fonte: Adaptado e elaborado pela prépria

autora a partir de Tratato de fisiologia em medicina veterinaria, Cunningham, 2014.

A VD regula o metabolismo ésseo, pois participa da regulacdo do calcio com
sua acado em 0sso0s, rins, sistema digestério e a paratiredide. A VD é a responsavel
pelo controle da absorcéo intestinal de calcio, bem como participa da regulacéo da
reabsorcdo oOssea. A forma ativa da VD, o calcitriol, [1,25(0OH)2D3], promove um
aumento da concentracéo de célcio sérico ocasionado pela maior absorcéo intestinal
de caélcio e fosforo, mobilizando o calcio dos ossos e aumentando a sua reabsorcao
nos rins (Couto et al., 2015, Mellanby, 2016).

Em seres humanos, dados epidemioldgicos tém associado baixos niveis de
vitamina D com muitas doencas, incluindo uma variedade de tumores. Além disso, tem
sido demonstrado nesta espécie, que baixos niveis de vitamina D estdo ligadosa um
mau prognaostico em pacientes com cancer (Weidner e Verbrugghe, 2016).

Estudos demonstraram que o baixo nivel de vitamina D esta associado a um
risco aumentado de tumores de varios tipos (Malone et al., 2010). Os outros estudos
encontraram a mesma associacao de baixa concentracdo sérica de vitamina D com
doencas como insuficiéncia renal, insuficiéncia cardiaca congestiva e doenca

inflamatadria intestinal (Gross et al., 2000).
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Ao contrario dos seres humanos, cédes e gatos ndo produzem VD a partir da
exposicdo da pele a luz solar. Sua unica fonte de VD provém da dieta (Hazewinkel et
al, 2002; Couto et al.,2015). A Associacdo de Controle Alimentar Oficial Americana
recomenda o acréscimo de 500 Ul de calcitriol em cada Kg de ragédo produzida para
caninos, de forma que o animal receba cerca de 10 Ul de VD por Kg de peso corporeo,
por dia (Gross, et al. 2000).

Trabalhos recentes demonstraram que os niveis de VD no sangue na maioria
dos cédes e gatos sdo insuficientes, justificando a suplementacdo. Além disso, a
absorcéo intestinal varia significativamente entre os caes (Gross et al., 2000).

Um estudo clinico realizado em 10 cdes com mastocitoma submetidos a
aplicagdo de uma formulagéo concentrada de calcitriol por via oral demonstrou
beneficios clinicos no tratamento dessa neoplasia, ocasionando a remissao tumoral
em quatro desses pacientes (Malone, 2010). Neste mesmo estudo, ficou comprovada
a maior expressao de VDR, ( Receptor de Vitamina D) no mastocitoma, a presenca do
receptor sugeriu um novo alvo para intervencao terapéutica com VD.

A VD exerce seus efeitos antitumorais via mecanismo genémico, pelo receptor
de vitamina D (VDR). O VDR é uma fosfoproteina membro da superfamilia de
receptores nucleares. O VDR forma um heterodimero com o receptor de acidoretindico
(RXR), agindo como um fator transcricional. Para isso, 0 VDR, liga-se a elementos de
resposta a VD, isto €, duas sequéncias de seis nucleotideos repetidas, mas separadas
por trés nucleotideos aleatorios, sequéncias estas contidas em regifes promotoras
de genes responsivos a VD, entre eles, a osteocalcina, P21, TGF, 24 Hidroxilase
(Milani et al., 2010).

Estima-se que alguns tumores apresentem expressao de receptores VDR em
suas células, dessa forma a acdo do calcitriol se da de forma direta nesses
neoplasmas, o que pode indicar que a administracdo de analogos da VD podem
causar a reducéo da lesédo (Russel et al., 2010).

A 1,25(0OH)2D3 é uma reguladora de crescimento negativa para células de
cancer de mama in vivo e in vitro. A modulacdo regulatoria dessas células pelo
calcitriol parece suprimir a génese de tumores nas células normais mamarias e pode
ajudar a inibir o crescimento do cancer de mama ja existente, caracterizando assim,

um fator protetivo contra os tumores de mama.
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Nas linhagens de células de cancer de mama humano MCF-7, o calcitriol
induziu, de maneira molecular, a apoptose por inibir a expresséo do gene Bcl-2 que
€ anti-apoptoético (Simboa-Campbell et al., 1996).

O calcitriol exerce seu efeito antiproliferativo inibindo a progresséo celular para
afase S através da modulacao de moléculas do ciclo celular, induzindo assim aparada
no ciclo celular em G1/GO através do aumento da expressao de inibidores dequinase
dependente de ciclina, diminuindo a atividade quinase dependente de ciclina
2(CDK2), e através da hiperfosforilacdo da proteina retinoblastoma. Em algumas
células, a 1,25(0OH)2D3 induz a apoptose pela down-regulation de gene anti-
apoptoticos como Bcl-2 (James et al., 1996).

Em uma pesquisa em humanos, que correlacionou a deficiéncia e
suplementacao de VD em pacientes com linfoma de células B agressivo tratadoscom
imunoterapia, foi demonstrado que os pacientes associados aos niveis mais baixos
de 25(0OH)D3 apresentavam caracteristicas de baixo desempenho, excesso de peso,
sintomas, sub-estadiamento b, LDH elevado, niveis mais baixos de albumina e
hemoglobina. Além disso, apds a suplementacéo, pacientes com niveis normalizados
de 25(OH)D3 mostraram sobrevida melhor do que pacientes com persisténcia de
niveis insuficientes / deficientes de 25(OH)D. Esse estudo fornece a primeira evidéncia
de que alcancar niveis normais de 25(OH)D apos a suplementacdo de vitamina D3
esteve associado a melhora nos pacientes com linfoma de células B alto grau ao
receber tratamento com rituximabe (anticorpo anti- CD20) ( Hohaus, etal., 2017).

Ha outro estudo com humanos que mediu os niveis de vitamina D no pré-
tratamento, em pacientes com linfoma Hodgkin tratados prospectivamente e
correlacionou esses niveis com os resultados clinicos. Obteve como resultados que
cinquenta por cento dos pacientes eram deficientes em vitamina D (30 nmol /L) antes
da quimioterapia planejada. A deficiéncia de vitamina D no pré-tratamento foi muito
comum em pacientes que recidivaram ou que eram refratarios em comparacédoa
controles livres de recidiva. Demonstrou-se que o status da vitamina D € um preditor
independente do resultado da quimioterapia e levantou-se a hipétese de queo status
da vitamina D pode ser importante para a quimiossensibilidade do linfoma Hodgkin.

Além disso, foram realizados experimentos suplementando doses
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fisiologicas de vitamina D (calcitriol) em linhas de células HL (Linfoma Hodgkin)
cultivadas e foram demonstrados efeitos antiproliferativos aumentados em
combinagao com quimioterapia (Borchmann, et al. 2019).

Entretanto, faltam estudos na medicina veterinaria que correlacionem a
Vitamina D com o linfoma multicéntrico em cées, e quais seriam as implicacbes

clinicas e prognésticas da concentracdo desse hormonio esterdide nos pacientes.
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CAPITULO 2. AVALIACAO DO PROTEINOGRAMA E DOSAGEM DE VITAMINA D
SERICOS DE CAES COM LINFOMA MULTICENTRICO.

2.1 Introducéo

O prognostico de cdes com linfoma é altamente variavel e depende de fatores
gue sdo documentados ou que se supfe que afete a resposta a terapia. Os fatores
prognosticos mais consolidados, identificados para linfoma multicéntrico sao:
imunofendtipo, subestagio e a classificacdo histolégica segundo a WHO. Muitos
estudos tém confirmado que cées com linfomas de células T intermediarias e grandes,
nao indolentes, apresentam remissdes significativamente mais curtas e menores
duracOes de sobrevida do que cdes com grau intermediario ou alto da doenca de
células B (Lane, 2018; Marconato et al. 2019).

Ainda em relacdo aos fatores prognésticos e preditivos para o linfoma
multicéntrico em caes, as abordagens sobre a importancia do papel da vitamina D
na saude sistémica tém sido uma tendéncia recorrente na pesquisa nos ultimos anos
(Pérez Hernandez et al., 2016; AL Sawah et al., 2016; Limketkai et al., 2016),
despertando o interesse da comunidade cientifica, com um aumento exponencial de
estudos em humanos (Merchan et al., 2017). Porém, no que se refere a medicina
veterinaria, esse conhecimento ainda € incipiente e faltam estudos consistentes.

A insuficiéncia de 25 (OH) D foi associada a tempo livre de doenca e sobrevida
inferiores em LDGCB (Linfoma Difuso de Grandes Células B) em pacientes humanos
com linfoma Nao-Hodgkin. Nestes estudos a normalizacdo dos niveis de vitamina D
nesses pacientes através da suplementacdo, melhorou os resultados do tratamento,
como resposta a terapia antineoplasica e tempo livre de doenca, porém ainda se
fazem necessarios testes em ensaios clinicos futuros (Drake et al., 2010; Hohaus et
al., 2017; Borchmann et al. 2019).

Além da vitamina D, trabalhos apontam as proteinas de fase aguda como

marcadores sensiveis e extremamente precoces no diagnéstico de diversas
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doencas, sendo que muitas vezes essa resposta inflamatéria representa um
importante fator progndstico para o paciente com cancer.

A resposta de fase aguda (RFA) € muito rapida e antecede ao estimulo do
sistema imune e, em muitos casos, 0 surgimento dos sinais clinicos (Ceron et al.,
2005). O aumento das PFAs ocorre precocemente quando comparado com a
leucocitose, aumento da taxa de hemossedimentacao e febre (Jain, 1993). Entretanto,
€ considerada uma resposta extremamente inespecifica, pois se desenvolve
secundariamente em varias condicbes que produzem lesdo tecidual (Cerén et al.,
2005). Esta é uma reacédo muito complexa que envolve efeitos locais e sistémicos. Um
desses efeitos é a alteracdo na concentracdo de algumas proteinas plasmaticas, as
PFAs, sintetizadas principalmente pelos hepatoécitos. Sua inducdo é desencadeada
pelas citocinas (IL-1,IL-6 e TNF), que atuam como mensageiras entreo local da leséo
e a estimulacdo dos hepatocitos para a sua produgdo. As citocinas tém multiplas
origens, varios alvos e desempenham diversas funcbes e sua presenca ja foi
confirmada em diversas espécies de animais (Jain et al., 2011). Dentre as proteinas
de fase aguda que se destacam na resposta inflamatéria canina,as principais sao:
Alfa-1-antitripsina, albumina, ceruloplasmina, transferrina, IgA, 1gG, Haptoglobina e

Alfa-1-glicoproteina acida, devido a sua maior expressividade, (Eckersall, 2008).

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivos gerais

Avaliar a concentracdo sérica da Vitamina D, (25- Hidroxivitamina D) e das
proteinas séricas (Haptoglobina, albumina, transferrina, alfa-1-atitripsina, alfa-1-
glicoproteina acida, ceruloplasmina, IgA e IgG) como fator progndstico em cédes com
linfoma multicéntrico e monitorar a condicdo de remissao do linfoma em cdes em
tratamento quimioterapico antineoplasico, através da eletroforese de proteinas séricas

realizada em trés momentos da quimioterapia antineoplasica.
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2.2.3 Objetivos especificos

e Realizar um estudo clinico da populacdo dos pacientes incluidos no
experimento.

e Comparar a concentracdo da Vitamina D, 25(0OH)D, e das proteinas séricas
(Haptoglobina, ceruloplasmina, IGA, IGG, transferrina. Alfa-1-glicoproteina
acida, albumina e Alfa-1l-antitripisina), entre o grupo controle (pacientes
saudaveis) e o grupo linfoma.

e Comparar os pacientes com alta e baixa concentracao da Vitamina D, 25(0OH)D
e das proteinas séricas (Haptoglobina, ceruloplasmina, IGA, IGG, transferrina.
Alfa-1-glicoproteina acida, albumina e Alfa-1-antitripisina) em relagéo ao tempo
livre de doenca nesses grupos, para determinar assim o valor prognaostico da
vit D e destas proteinas em linfoma multicéntrico em cées.

e Comparar a concentracado da Vitamina D, 25(OH)D e das proteinas de fase
aguda ( IgA, IgG, Haptoglobina, alfa-1-glicoproteina acida, alfa -1-antitripsina,
ceruloplasmina, transferrina e albumina), em trés diferentes momentos do
tratamento quimioterapico, buscando correlacionar a concentracdo da vitamina

e destas proteinas com a resposta terapéutica.

2.3. Material e métodos

2.3.1 Selecdes dos animais

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Experimentac&o
Animal da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP/FCAV),
Jaboticabal/SP, n° 08948/18.

Os proprietarios que concordaram com a participacdo dos seus animais neste
projeto de pesquisa receberam orientacdes e um termo de consentimento informativo.

Foram selecionados animais da espécie canina (Canis familiaris), independente

de raca, sexo ou idade, com diagnéstico de linfoma multicéntrico,

43



mediante exames clinicos, citologicos e histopatoldgicos, oriundos do atendimento
do Servico de Oncologia (SOV), do Hospital Veterinario da UNESP/FCAV
Jaboticabal/SP e do Hospital Veterinario da Universidade Brasil- Descalvado, durante
o periodo de outubro de 2019 a outubro de 2020.

Os critérios de selecdo foram: os animais ndo poderiam ter histérico de
doencas infecciosas recentes (dentro de 1 més), entretanto, ndo foram realizados
testes sorolégicos que confirmassem que os pacientes ndo foram expostos aos
agentes infecciosos endémicos na regido do estudo. Foram excluidos da pesquisa, 0s
pacientes com obesidade, o0s pacientes previamente tratados, mesmo aqueles que
foram tratados apenas com corticéides, por fim, foram excluidos do experimento,0s
pacientes que vieram a Obito antes da décima semana do protocolo quimioterapico,
pois o periodo selecionado para as coletas dos soros foi nas semanas (TO, T5 e T10)
do tratamento, ja que neste periodo ja é esperada a remissao tumoral.

O estadiamento clinico dos pacientes foi realizado de acordo com o sistema
de estadiamento da OMS (Marconato et al., 2019).

Para o grupo controle, foram selecionados 10 caninos jovens, saudaveis,
pacientes que foram submetidos a cirurgia de ovariohisterectomia ou orquiectomia, de
campanhas de castracao realizadas no setor de obstetricia do HV Unesp- Jaboticabal,
dos quais foram obtidos o soro para realizacdo do grupo controle da pesquisa. Os
animais foram selecionados mediante avaliagcdo clinica minuciosa e exames

hematoldgicos para certificar que de fato estavam saudaveis.

2.3.2 Estadiamento clinico

O processo de estadiamento incluiu anamnese, exame fisico, hemograma e
perfil bioquimico sérico (ALT [alanina aminotransferase], FA [fosfatase alcalina],
creatinina e ureia). A aspiracdo dos linfonodos regionais por agulha fina e exame
citolégico foram realizados dos linfonodos periféricos palpaveis. Também foram
realizadas radiografias toracicas (projecdes lateral esquerda, lateral direita e ventro-
dorsal) e exame ultrassonografico do abdémen para descartar enfermidades

coexistentes e/ou detectar neoplasia intracavitaria.
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O mielograma foi realizado através de uma bidpsia aspirativa do canal medular
do umero de 5 dos 13 pacientes com linfoma selecionados para este experimento,
pois devido ao estado clinico grave que se encontravam os pacientes nao foi possivel
subeté-los a um procedimento cirdrgico mais prolongado. Os procedimentos foram
realizados quando possivel no mesmo tempo cirdrgico da biopsia excisional dos
linfonodos, seguindo, portanto as técnicas de antissepsia cirargica da regido de coleta.
A puncéo foi realizada com o auxilio de um punch 6sseo para perfuracdo da cabeca
do umero e 2 ml do material foi coletado com uma seringa estéril de 10 ml com 2 gotas
de EDTA a 10%. As amostras foram depositadas em placas de Petri para que fossem
captadas todas as espiculas da mesma. Juntamente com a amostra de medula 6ssea
dos pacientes, foram encaminhadas amostras de sangue dos mesmos para analise

do hemograma concomitantemente ao mielograma (Manual Tecsa, 2012).

2.3.3 Coletas das amostras soroldgicas e bidpsia excisional

Amostras de soro foram coletadas prospectivamente de cdes com linfoma.
Estas foram coletadas no dia da realizacdo da biopsia, antes de receber qualquertipo
de tratamento antineoplasico, no HV-UNESP/Jaboticabal, e no Hospital Veterinario da
Universidade Brasil de Descalvado. Tendo em vista monitorar a evolugéo do paciente
durante o tratamento quimioterapico, as coletas de sangue total foram efetuadas no
tempo T=0, ou seja, antes de iniciar o tratamento, no tempo T5= 5semanas, e uma
Gltima amostra no T10= 10 semanas, as amostras foram centrifulgadas e o soro foi
coletado e armazenado.

Os pacientes foram diagnosticados por meio da citologia e histopatologia com
o linfoma multicéntrico e foram selecionados 10 animais saudaveis para o controle,
dos quais também foi coletado amostras de soro. As amostras de soro dos pacientes
foram utilizadas para realizacdo dos testes de proteinograma por eletroforese, para
proteinas de fase aguda: haptoblobina, ceruloplasmina, albulmina, globulinas,

transferrina, alfa-l-antitripsina e alfa-1- glicoproteina acida. A eletroforese foi
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realizada em parceria com o Laboratorio de Apoio & Pesquisa do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinaria, da FCAV — Unesp, Jaboticabal, SP.

Foi realizada a dosagem da Vit D, [25(OH)D3], sérica do Grupo Linfoma (GL),
da mesma forma nos trés momentos do tratamento quimioterapico e também do Grupo
Controle (GC), através do método de quimioluminescéncia e essa etapa foi realizada
em parceria com o laboratério de andlises clinicas e diagnostico em medicina
veterinaria, Vetpat, em Campinas / Sdo Paulo.

As biopsias excisionais foram realizadas atraves de uma pequenaincisdo com
o bisturi, n°24, acima do linfonodo periférico identificado com lifadenopatia no inicio do
tratamento dos pacientes, procedeu-se com a remoc¢do completa do linfonodo, apds
a ligadura dos vasos linfaticos aferente e eferente, adequada hemostasia com bisturi
bipolar e posterior sintese da pele e tecidos adjacentes.

Para realizacdo das coletas, os animais foram submetidos ao protocolo
anestésico constituido de Medicacgéo Pré-anestésica (MPA)
(Acepromazina+Cetamina+Midazolam), inducdo com proporfol e manutencdo com
isofluorano. Foram coletados, um fragmento para congelamento a temperatura de —
196°C e outro para conservacao em formol tamponado a 10%, em seguida esses
fragmentos foram enviados para analise histopatologica e estudos imunoistoquimicos.

Apés a realizacdo das coletas, os pacientes foram liberados para recuperacao
em casa, e foi prescrito dipirona, 25 mg/kg/BID/ 3 dias e meloxican, 0,1 mg/Kg/SID/ 3

dias.

2.3.4 Histopatologico e Imunoistoquimica

Os exames histopatologicos foram realizados pelo setor de patologia
veterinaria da Unesp-Jaboticabal. As amostras coletadas cirurgicamente foram
conservadas inicialmente em formol a 10%, e em seguida, num periodo de 24 h, foi
feita a transferéncia para o alcool a 70% e encaminhadas para emblocamento em
parafina, coloracdo HE e posterior analise no laboratério de Patologia Veterinaria da

mesma universidade.
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A avaliagdo imunoistoquimica foi realizada no laboratério de analises clinicas
veterinérias de Campinas (VETPAT), para tal, foram feitos cortes de tecido com 3 pm,
montados em laminas silanizadas que foram desparafinizadas e reidratadas,
posteriormente foi realizada a recuperacdo antigénica utilizando solucdo de citrato
pH 6, em camara de pressdo Pascal (DakoCytomation). O bloqueio da peroxidase
endogena foi realizado com solugdo de bloqueio pronta para uso (Spring Biosciences)
seguindo indicacBes do fabricante. ApOs essa etapa, procedeu-se o bloqueio de
reacdes inespecificas com proteinblock (Novocastra) e os cortes foram incubados com
0s anticorpos primarios durante periodos demonstrados na tabela 4a temperatura
ambiente de 27° C.

Em seguida, foram realizadas as rea¢des imunoistoquimicas com sistema de
deteccédo de polimero Novolink (Leica) conforme preconizado pelo fabricante (Tabela
4).

Por fim, a revelacdo da reacdo foi obtida pelo substrato cromogénico
diaminobenzidina (DAB) (Novolink). A contra-coloracéo foi realizada com hematoxilina
de Harris. Como controle positivo, utilizou-se uma amostra de LCsabidamente positivo
para CD3, uma amostra de LC positiva para PAX5. Os controles negativos foram feitos
substituindo-se os anticorpos primarios por diluentesde anticorpo. Para cada reacao
foi acompanhada laminas de controles positivos e negativos.

Na reacdo de imunoistoquimica foi utilizadapara a imunofenotipagem de
linfomas, os marcadores para linfoma T: (CD3), Linfoma B: (Pax5) e além disso foi

realizado o marcador de proliferacao celular: (Ki67), confome a Tabela 4.
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Tabela 4: Anticorpos usados para imuno-histoquimica de linfonodos de cées para
imunofenotipagem do linfoma e Ki67(marcador de proliferacao celular).
Marcador | Clone Diluicdo | Recuperacéo Incubagcdo | Sistema de | Controle
antigénica deteccao positivo
PAX5 Monoclonal 1| 1:1000 Solucéo Pascal | 2 horas sistema de | Amostra  de
24/PAX-5 Citrato, pH 6 a 95°, deteccdo de | linfonodo
banho maria por 45 polimero canino
min. Novolink sabidamente
(Leica) positiva para
Linfoma B
CD3 Policlonal 1:500 Solucéo Pascal | 2 horas sistema de | Amostra  de
Citrato, pH 6 a 95°, deteccdo de | linfonodo
banho maria por 20 polimero canino
min. Novolink sabidamente
(Leica) positiva para
linfoma T
KI67 Monoclonal MIB-1 | 1:100 Solucéo Pascal | 2 horas sistema de | Amostra de
Citrato, pH 6 a 95°, deteccdo de | linfonodo
banho maria por 20 polimero canino
min. Novolink
(Leica)

Fonte: Laboratorio de analises clinicas veterinarias Vetpat, Campinas, 2019.

As amostras foram avaliadas por microscopia de luz, utilizando graticula ocular
de didmetro de 26 mm (Microscépio Leica DMLB, HC PLAN 10x/20, 4°x5”). As
imunoexpressdes dos anticorpos CD3 e PAX-5foram estabelecidas por porcentagem
de células marcadas, considerando-se o0 numero de células positivas e o numerototal
de células dentro da graticula, avaliadas em cinco campos aleatdrios de maior
aumento (x40). A analise da expressao dos marcadores Ki-67 foi feita em objetiva de
40X, contando-se as células positivas e todas as células presentes em cinco campos
aleatdrios, sendo estes resultados transformados em percentual de células positivas,
sendo considerada a amostra positiva quando pelos menos 10% das células exibiu
marcacao imunoistoquimica, de acordo com Sueiro et al. ( 2004). As laminas foram
avaliadas com auxilio de um analisador de imagens automatico ZEISS com programa
de morfometria KS300-3.0 (Moraes, 2009).
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2.3.5 Ensaios de Proteinas de fase Aguda e Fracionamento eletroforético

Nos ensaios de proteinas de fase aguda experimental, todas as amostras de
soro foram separadas e armazenadas a temperatura de —20°C em freezers destinados
para experimentos do setor de oncologia da UNESP-Jaboticabal.

As analises laboratoriais foram conduzidas no Laboratério de Apoio a Pesquisa
do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, da FCAV — Unesp, Jaboticabal,
SP.

O proteinograma sérico foi obtido em matriz de gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). O fracionamento eletroforético foi realizado
segundo técnica descrita por Laemmli (1970) modificada, utilizando-se o sistema
vertical de eletroforese (PROTEAN Il XI-VERTICALELETROPHORESIS CELLS ® -
BIO-RAD).

A polimerizacdo do gel foi possivel pela adicdo de 15,0 L de
tetrametiletilenodiamina (TEMED)3 e 0,3 L de persulfato de aménia a 10%. A
placa contendo o gel foi colocada em suporte apropriado em contato com uma cuba
superior contendo solucdo tampéao de pH 8,5, constituida de 36,309 de tris-base,
112,509 de glicina, 10g de dodecil sulfato de sodio (SDS) e agua destilada estéril
suficiente para completar um litro de solucéo.

A parte superior da placa que continha o gel entrou em contato com uma cuba
contendo solucéo tampéo de pH 8,5, constituida de 18,159 de tris-base, 46,259 de
glicina, 10g de SDS, em um litro de agua destilada estéril. As placas foram
preenchidas com o gel de separacao a 10% e gel de empilhamento a 4%. As amostras
para o fracionamento das proteinas foram preparadas utilizando-se 10 pyL de soro
sanguineo diluidos em 30 pL de tampéao-fosfato (PBS) e 20 pL de gel mix e aquecidas
sobre agua em ebulicdo por 10 minutos. Uma aliquota de 5 pL das referidas amostras
foi depositada no fosso do gel.

A placa era colocada em suporte apropriado, em contato com solucao tampéao
com pH 8,5 e submetida a corrente elétrica a 20 mA, em fonte adequada. Terminada
a separacao, o gel era corado durante duas horas em solucédo de azul de comassie

0,2%, no agitador horizontal, para uniformizar a coloracéo e, em seguida,
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retirado o excesso de corante com solugdo descorante, até que as fracbes se
apresentassem visiveis e nitidas.

Os pesos moleculares e as concentracfes das fracBes protéicas foram
determinados por densitometria computadorizada (SHIMADZU CS-9301) através do
escaneamento das amostras. Para a identificacdo das proteinas foram utilizados
marcadores (SIGMA MARKER™, wide range, 6,5 a 200 KD) de pesos moleculares de
200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29 e 20 KD, além das proteinas purificadas albumina,
alfa-1-antitripsina, haptoglobina, ceruloplasmina, transferrina, alfa-1- glicoproteina
acida, IgA, e IgG. Para a avaliacdo densitométrica das bandas protéicas

confeccionaram-se curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padrao.

2.3.6 Tratamento quimioterapico

Os pacientes selecionados para participar deste estudo estiveram em tratamento
guimioterapico, de duracdo de 19 semanas, com o protocolo CHOP (ciclofosfamida,

doxorrubicina, vincristina e prednisona); conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5: Protocolo CHOP para tratamento de linfoma canino realizado no Setor de

Oncologia Veterinaria (SOV), HV- UNESPJaboticabal e na Universidade Brasil-
Descalvado, 20109.

Protocolo
CHOP

[RNEN

ooy o

Vincristina
0,7 mg/m?
EV

Ciclofsfami
da 250
mg/m2 VO

Doxorrubic
ina 30
mg/m2 EV

Prednison
aVvo

2mg/
kg

1,5mg/
kg

1mg/
kg

0,5
mg/
kg

Fonte:Vail& Young, 2007
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Em caso de recidiva durante o tratamento de primeira linha, os pacientes foram
submetidos a uma terapia resgate com lomustina 70mg/m?, VO, a cada 21 dias e

esses animais nao foram retirados do grupo experimental.

2.3.7 Dosagem de Vit D (Quimioluminescéncia)

Para a dosagem da vitamina D foi utilizado o método de ensaio laboratorial
(Liaison 25 OH VitaminD Total®), que usa a tecnologia de imunoensaio
guimioluminescente (CLIA) para a determinagcdo quantitativa de 25(OH)D e outros
metabdlitos hidroxilados da vitamina D no soro. Este € um imunoensaio
guimioluminescente competitivo (CLIA) direto, que determina a quantidade de
25(0OH)D total no soro ou plasma.

Durante a primeira incubacéo, a 25(OH)D é dissociada da sua proteina de
ligacdo e liga-se ao anticorpo especifico na fase solida. Ao fim de 10 minutos &
adicionado o marcador vitamina D ligado a um derivado de isoluminol (Alves et al.,
2013). Apos uma segunda incubacédo de 10 minutos, o material ndo-ligado é removido
com um ciclo de lavagem. Subsequentemente, os reagentes iniciadores sdo entao
adicionados e inicia-se uma reacao quimioluminescente rapida. O sinal de luz é
medido por um fotomultiplicador como unidades de luz relativas (RLU), sendo
inversamente proporcional a concentracdo de 25(OH)D nos calibradores, nos

controles ou nas amostras (Figura 2) (Fonseca, 2017).
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Figura 2: Esquema da reacdo de eletroquimioluminescéncia. Fonte: Bender e von
Muhlen, Testes Laboratoriais Aplicados a Imunologia Clinica, 2016.

2.3.8 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do software R (R Foundation for
Statistical Computing, Austria). Inicialmente foi testada a normalidade dos residuos
(teste de Shapiro) e homocedasticidade das variancias (teste de variancia) de todas
as variaveis estudadas. Os valores reais ou transformados das variaveis estudadas
foram comparados entre 0s grupos e momentos pelo teste de ANOVA com medidas
repetidas no tempo e posteriormente as diferencas encontradas foram identificadas
pelo teste de Tukey. Os valores reais ou transformados das variaveis foram estudados
nos pacientes com linfoma através do teste T student, caso alguma variavel resultasse
em analises significativas, em seguida seriam submetidos a determinagéo das curvas
ROC (Registred Operative Curve), que avalia a capacidade discriminatéria
diagnostica. Esse mesmo teste ROC calcula o ponto de coorte, a especificidade,
sensibilidade e a &rea sob a curva do teste. Para posteriormente, 0s pacientes serem
separados em alta e baixa concentragdo decada proteina avaliada. Na presente
pesquisa, foi determinado um valor de coorte através do método curvas de ROC para
a concentragdo da AGP, IgA, transferrina e haptoglobina, que foram as varidveis que
apresentaram valor de p < 0,1 no teste T-
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student; ou seja apresentaram diferencas significativas nas analises estatisticas. Por
fim, esses resultados foram comparados através da curva de sobrevivéncia de Kaplan-
Meier, a qual define o percentual de pacientes que recidivaram ao longo do tempo, ou
seja, comparou o tempo livre de doenca entre esses pacientes. Osresultados
apresentam-se como a média + D e a significancia foi fixada para todos os testes em
5% (p<0,05). Foi realizada também, para avaliacdo dos resultados, a analise de
correspondéncia multipla, para identificar a existéncia de associacao entre as
variaveis analisadas neste estudo, as dosagens das PFAs e os achados clinicos e
patoldgicos dos pacientes, para tal, foi usado o software Statistic 7.

2.4 Resultados e discussao

2.4.1 Dados da Populacao

Foram coletados amostras de 13 animais diagnosticados com linfoma
multicéntrico através de citologia e histopatogia. Os cées acometidos eram
predominantemente sem raca definida (SRD), (n=4) ou (30,76%). Os demais caes
pertenciam as racas: Golden retriever, Chowchow, Lhasa apso, Cocker spaniel, Boxer
e Red heeller. A média de idade de apresentacéo foi de 6,8 anos; (intervalode 3-14
anos), sendo 8 fémeas (61,5%), destas, 3 eram castradas e 5 ndo-castradas
e 5 machos (38,46%), destes, 3 eram castrados e 2 ndo-castrados (tabela 6). Cerca
de 90% dos pacientes eram oriundos da zona urbana, da regido metropolitana de
Ribeirdo Preto.

Outros estudos também observaram um acometimento maior de cédes SRD,
principalmente por LDGCB (Linfoma Difuso de Grandes Células B), que € o tipo
histolégico de linfoma multicéntrico mais comum em cées (Marconato et al., 2015;
Aricé et al., 2014). Porém, outra pesquisa apontou o boxer e o Rotweiller como as
racas mais acometidas no LC (Morrison, 2004). A média de idade de apresentacéo
obtida no presente estudo foi préxima a relatada na literatura, cujos dados revelam
gue o LDGCB ¢é mais frequente em cdes com 7,5 a 8 anos (Ferrareso et al., 2014).

Em relacdo ao estadiamento, 9 animais apresentaram Estadio 4, perfazendo

um total de 76,9%, e também se observou que a grande maioria dos animais
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apresentava-se com sinais clinicos, classificados como subestadio“b”, (n=11) ou
84,6% e apenas 2 foram classificados como subestadio “a”, (Tabela 6). De forma
semelhante ao encontrado em nosso estudo, pesquisas prévias também tiveram como
resultado que um numero significativo de pacientes, aproximadamente 80% dos cées
com linfoma estudados apresentava o estadio IV (Marconato et al., 2015). Entretanto,
Mutz et al. (2015), em seu estudo envolvendo 77 cdes com linfoma multicéntrico,
verificou um namero significativo de pacientes em estadio V, cerca de 60% dos

pacientes.

Tabela 6: Dados clinicos dos pacientes do GL (Grupo Linfoma).Hospital Veterinario
Unesp-Jaboticabal, 2019

VARIAVEL N %
SEXO Fémea 8 61,54
Macho 5 38,46
IDADE Média
(7,53)
PESO (Kg) Média
(19,56)
RACA SRD 4 30,7
Golden 2 15,38
Retriever
Rotweiller 1 7,7
Pug 1 7,7
Chowchow 1 7,7
Lhasaapso 1 7,7
Cocker 1 7,7
spaniel
Redhiller 1 7.7
Boxer 1 7.7
ESTADIAMENTO | 0 0
Il 0 0
1] 1 7,7
v 10 76,9
Vv 2 15,4
SUBSTADIAMENTO a 2 15,4
b 11 84,6

As alteracOes clinicas observadas nos pacientes do presente estudo foram: o
edema de membros (figura 4), efuséo pleural, inapeténcia, vémito, diarréia, dispnéia,
apatia, anorexia e perda de peso. Quanto a linfadenopatia, essa alteracdo foi
observada em 100% dos pacientes (Figura 3), 46,15% apresentaram lesdes em baco
de aspecto rendilhado, 23,07% esplenomegalia e 15,4% lesbes nodulares em baco,

15,4% linfadenopatia em linfonodo mediastinico (Figura 6) e apenas 7,7%

54



apresentou lesdes infiltrativas em pulmdes (Figura 5). Furtado et al. (2013), obtiveram
resultados semelhantes em seu estudo, 0s pacientes caninos com linfoma
multicéntrico também apresentaram sinais clinicos conforme descrito na literatura,
destacando-se a linfadenopatia e o edema em membros. Entretanto sinais clinicos
incomuns podem acontecer na manifestacdo clinica da doenca, como convulsdes,

dispnéia, oliguria e polidipsia (Valli et.al., 2013)

Figura 3: Imagem fotografica de Linfadenomegalia em linfonodo axilar em caninocom
linfoma multicéntrico (seta). Fonte: Hospital Veterinario Unesp-Jaboticabal, 2019.
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Figura 4: Imagem fotografica de edema em membro posterior em canino com linfoma

multicéntrico. Fonte: Hospital Veterinario, Unesp —Jaboticabal, 2019.

Figura 5: Imagem radiografica de térax de paciente com suspeita de infiltragéo
neoplasica em pulmdo (seta) de linfoma multicéntrico de estadiamento 5,
subestadiamento B. A) Exame pré-quimioterapia antineoplasica. B). Exame pdés

primeiro ciclo do CHOP. Fonte: Hospital Veterinario Unesp-Jaboticabal, 2019.

56



Figura 6: Imagem radiografica de térax de paciente com linfadenomegalia em
linfonodo mediastinico (seta), em paciente canino com linfoma multicéntrico. Fonte:

Hospital veterinario, Unesp-Jaboticabal, 2019.

Foram observados nos mielogramas realizados dos pacientes com linfoma,
alteracdes como: hipoplasia eritroide e mieldide que se correlacionavam com a anemia
e neutropenia no sangue periférico destes pacientes (Figura 7A). Entretanto, nos
pacientes analisados nao foram observadas alteracdes linfoproliferativas, bem como
acometimento neoplasico da medula 0ssea (Figura 7B). Siva (2011) correlacionou
alteracoes em mielograma com as alteracdes hematologicas apresentadas por caes
com linfoma multicéntrico, em seu estudo também foi observada hipoplalasia miel6ide
e eritroide na medula 6ssea que se correlacionavamcom anemia e leucocitose no
sangue periférico; entretanto, neste mesmo estudo, foi observada, em dois animais, a
presenca de infiltracdo neoplasica na medula 6Ossea, diferentemente do que foi

detectado em nosso estudo.
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T e

Figura 7 A: Fotomicrografiade mielograma de paciente com linfoma, demonstrando

hipoplasia medular, especialmente das séries eritréide e mieldide. B: Mielograma de
paciente com linfoma, ndo demonstrando infiltracdo neoplasica, seta indicando
megacariocito. Aumento de 40 x. Coloracao tipo Romanowsky. Fonte: Laboratério de
patologia clinica, UNESP-Jaboticabal, 2019.

Em relacéo as alteracdes hematologicas observadas, sete dos treze pacientes
com linfoma apresentaram anemia no momento do diagnostico (53,8%), e 5 pacientes
(38,46%) apresentavam hipercalcemia antes de iniciar a quimioterapia. Dois pacientes
apresentaram FA aumentada no momento do diagnéstico (15,38%) e também dois
pacientes apresentaram hipoalbuminemia (15,38%) (Tabela 8Leme et al.
(2011),0bservaram uma alta ocorréncia de allteracdes hematoldgicas e bioquimicas
como: a anemia, hipercalcemia e hipergamaglobulinemia, devido a sindrome
paraneoplasica ocasionada pelo LC. De acordo com Capua et al. (2011), em seu
estudo retrospectivo das alteracdes hematolégicas de cdes com linfoma, foram
demonstradas alteracdes expressivas nesses animais, além das alteracbes
mencionadas anteriormente, a trobocitopenia também foi significativa nos pacientes
deste estudo, além disso, afirmou-se também que a anemia e trombocitopenia
apresentam influéncia negativa no prognéstico desses pacientes.

Avaliando a resposta ao tratamento, observou-se que todos 0s pacientes
apresentaram remissdo completa dos sinais clinicos apés o primeiro ciclo de
quimioterapia antineoplasica (CHOP), ou seja, na quinta semana do protocolo.
Entretanto, cerca de 46% dos pacientes recidivaram com média de tempo livre da

58



doenca de 186,9 dias; intervalo (28-461 dias) e tempo médio de sobrevida de 208,9
dias; intervalo (73-480 dias), (Tabela 7). Dado similar ao obtido nos estudos de Valli
et al. (2013) que obteve média de sobrevida de 221 dias em cdes com linfoma
multicéntrico alto grau. Porém outros estudos diferiram destes resultados ao obter
sobrevida proxima a um ano em pacientes com linfoma alto grau tratados com o
protocolo CHOP de quimioterapia (Jark et al., 2016).

O tempo de sobrevida em LC pode ser influenciado por fatores inerentes ao
paciente e ao tumor em si. Em relacdo as variagbes individuais, sdo fatores
prognésticos negativos: obesidade, idade avancada, anemia e desnutricdo. J& em
relacdo a doenca, o prognostico negativo esta associado ao tipo histolégico de alto
grau, alto indice mitético, imunofenaotipo T, estadios IV e V e subestadio b (Marconato
et al., 2011).

No presente estudo, quatro caes, (30,7%) de diferentes racas vieram a oObito
antes de finalizar o tratamento. Os dois pacientes com maior tempo de sobrevida,

obtiveram 461 e 353 dias de sobrevida.
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Tabela 7: Avaliacdo da resposta ao tratamento e desfecho dos pacientes do GL(

Grupo Linfoma). Hospital Veterinario Unesp-Jaboticabal, 2019

Paciente Resposta ao Recidiva Desfecho TLD TSV
tratamento
Al RC SIM 6bito 249 288
dias dias
A2 RC SIM 6bito 121 125
dias dias
A3 RC SIM 6bito 28 dias 73 dias
A4 RP SIM 6bito 77 dias 87 dias
A5 RC SIM 6bito 137 158
dias dias
A6 RC SIM 6bito 65 dias 147
dias
A7 RC SIM 6bito 353 360
dias dias
A8 RC SIM 6bito 461 480
dias dias
A9 RC Nao Finalizou 0
protocolo
A10 RC NAO Finalizou 0
protocolo
All RC NAO Em tratamento
Al2 RC SIM 6bito 84 dias 92 dias
Al3 RC SIM Finalizou o] 294 304
protocolo dias dias

Legenda: Em negrito, pacientes que recidivaram antes dos 200 dias do diagndstico.

RC: Remissdo Completa

De acordo com Leme et al. (2011), também sédo fatores progndésticos para o
linfoma multicéntrico em caes: a presenca ou ndo de anemia, hipercalcemia e
comprometimento da funcdo hepatica que pode ser evidenciado pela

hipoalbuminemia e aumento da FA.
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Tabela 8: Informac6es hematoldgicas e dosagens bioquimicas dos pacientes do
grupo GL, no momento do diagnéstico (TO). Hospital Veterinario Unesp-Jaboticabal,
2019

Variavel N de pacientes % de pacientes

S 7 53,85
ANEMIA

N 6 46,15
Ca Corrigido no A 5 38,46
TOem mg/dL

B 8 61,54
FA no TO em A 2 15,38
mg/dL B 11 84,61
Albulminano TO A 2 15,38
em mg/dL

B 11 84,61

Intervalos de referéncia: Ca corrigido (11,3 mg/dL), albulmina (2,6 a 3,4 mg/dL), FA (
20—156 mg/dL) S: sim, N: ndo; A: Alto, B : Baixo.

2.4.2 Grau histologico das amostras de linfonodos dos pacientes com linfoma
multicéntrico

Quanto ao grau histolégico das amostras de linfonodos dos pacientes com
linfoma multicéntrico, observou-se uma prevaléncia de Linfoma Difuso de Grandes
Células B, correspondendo a 53,85% dos pacientes do GL (Grupo Linfoma), com uma
média de 16,3 figuras de mitose em 10 CGA (tabela 9). Por meio das andlises
imunoistoquimicas realizadas nos pacientes do Grupo Linfoma, foi obtido um total de
8 pacientes (66,6%) de imunofendtipo B (figura 9), e 4 pacientes (33,3%) de
imunofendtipo T (figura 8), 1 paciente teve a amostra de linfonodo danificada nas
analises. Em relacéo ao indice de proliferacéo celular, Ki67, foi obtido um valor médio
de 61,25% e uma moda de 70% (tabela 9).

Os resultados de imunoistoquimica corroboram ao que foi encontrado no

estudo de Valli et al. 2011, no qual é descrito que existem mais de 30 subtipos de
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linfoma, e muitos sédo semelhantes aos subtipos do linfoma n&o-hodgkin humano, mas
nem todos estdo bem estabelecidos no diagnéstico da medicina veterinaria (Valli et
al., 2011). Todavia, existem 5 principais subtipos, sendo eles: o linfoma difuso de
grandes células B, o linfoma de zona marginal, linfoma T periférico, o linfoma de zona
T e o linfoma linfoblastico, estes representam mais de 80% dos diagndsticos na
medicina veterinéria (Comazzi et al., 2014). .

A proporgéo entre os imunofendtipos T e B foi condizente com o que é apontado
na literatura, ou seja, uma proporc¢ao de aproximadamente 70% dos casos de linfoma
multicéntrico em caes tem como imunofenétipo o B e 30% o T (Marconatoet al. 2015).
Entretanto, Aricé et al. (2014) apontou em seu estudo um percentual de 80% do
imunofenotipo B em 77 caes com linfoma mullticéntrico.

O Ki67 foi positivo em todas as amostras, com um valor percentual médio alto
de 61,25%, o que demonstra um alto indice celular proliferativo, caracterizando os
linfomas multicéntrico de alto grau. O Ki67 € uma proteina conservada no nucleo
celular que mantém a estrutura do DNA durante a mitose e é expressa nas fases
G1l, S, G2 e M (Hall, 1992).

Poggi et al. (2016) quantificaram o Ki67, por citometria de fluxo, e observaram
tempos de sobrevida mais curtos em cédes com linfoma cujo KI67 foi superior a 70%,

0 que demonstra que o Ki67 é um fator prognostico no LC.
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Figura 8: Fotomicrografia de Imunomarcacao de linfonodo canino. Linfoma de células
T, imunomarcacdo em membrana celular (seta). Aumento de 40 X. Imunomarcacao:
anticorpo CD3. Fonte: Laboratério de analises Clinicas Vetpat,2019.
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Figura 9: Fotomicrografia de Imunomarcacdode células B, em linfonodo canino,
demostrando a imunomarcacdo citoplasmatica. Aumento: 40X. Imunomarcacao:

anticorpo PAX5. Fonte: Laboratério de andlises Clinicas Vetpat, 2019.
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Tabela 9: Avaliacdo histopatologica das amostras de linfonodos dos pacientes do

grupo GL .
Indice Mitotico
Paciente Grau Histoldgico figuras de Imunofendétipo Ki67
mitose em 10
CGA

Al Linfoma alto grau 6 B 40%
células grandes

A2 Linfoma difuso de 9 B 70%
grandes células de
grau intermediario

A3 Linfoma difuso de 20 T 70%
pequenas células de
baixo grau

A4 Linfoma 18 T 20%
linfoplasmocitico

A5 Linfoma difuso 20 B 65%
grandes células

A6 Linfoma difuso de 82 B 45%
grandes células alto
grau

A7 Linfoma difuso de 20 B 90%
grandes células

A8 Linfoma Difuso de 11 B 85%
grandes células

A9 Linfoma difuso de 5 T 15%
pequenas células de
baixo grau

Al10 Linfoma difuso de 13 T 85%
células
intermédiarias  alto
grau

All Linfoma difuso de 10 X X
células
intermédiarias

Al2 Linfoma linfoblastico 20 B 80%
B

Al3 Linfoma difuso de 16 B 70%

grandes células

2.4.3 Dosagem séricade Vit D

A partir dos dados apresentados na tabela 10 e 11, foi observado que os caes
avaliados, tanto no GC (Grupo Controle), quanto no GL (Grupo Linfoma) eram insuficientes
ou deficientes em vitamina D3. Embora existam poucos estudos em caes, essa

associacao entre baixas concentracdes séricas de vitamina D e risco de
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desenvolvimento de neoplasias foi descrito em cdes com linfoma e mastocitoma
(Wakshlag et al., 2011; Gerber; Hauser&Reusch, 2004).

Sao considerados deficientes em vitamina D, os pacientes com niveis séricos abaixo
de 24,99 ng/mL e a insuficiéncia em vitamina D é caracterizada por niveis séricos entre 25-
99 ng/mL (Selting et al., 2014). O intervalo da concentragdo de 25(OH)D obtido na
populacdo do GL, no TO, foi de (11,2- 62,1 ng/mL) e o valor médio foi de 32,77 ng/mL. No GC,
80% dos animais foram insuficientes, apenas 10% foi deficiente, com intervalo de
concentracao de (25,3-115,2 ng/mL) e valor médio de 45,93 ng/mL. Ja no GL, em relacao as
diferentes semanas da quimioterapia, 23,07% dos pacientes apresentaram deficiénciaem
Vit D3 na primeira semana pré-tratamento (T0), na semana T5, 6 pacientes foram deficientes
(46,15%), se observou 5 pacientes deficientes em vitamina D na semana T10 (38,46%)
(Tabela 10).

Esses dados foram semelhantes ao estudo de Fonseca (2017), que avaliou a dosagem
sérica de 25(OH)D em caes com neoplasias mamarias e obteve uma média da concentracéo
na populacdo de 36,7 ng/mL, sendo que todos os pacientes deste estudo também
apresentaram insuficiéncia ou deficiéncia em vitamina D3.

Porém, os resultados do presente estudo apontam que concentragcdes séricas
de 25(OH)D néo foram significativamente menores (P>0,05) em caes com linfoma em
comparacao ao GC, o que sugere que niveis sericos de vitamina D mais baixos nao
sdo um fator de risco para o desenvolvimento de linfoma multicéntrico em caes, apesar

da média da concentracao ser diferente entre os grupos.
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Tabela 10: Dosagem sérica por quimioluminescéncia da 25(OH)D3 em ng/mL nos
pacientes do grupo GL, realizadas em trés momentos durante o tratamento
quimioterapico CHOP. Hospital Veterinario Unesp-Jaboticabal, 2019, analises do
Laboratorio de andlises clinicas VETPAT- Campinas-2020.

Nimero de | TO T5 T10
pacientes

classificados
de acordo
com a

dosagem de

Vitamina D

Insuficiente 10 7 8
Deficiente 3 6 5

[ Média em | 32,77 29,79 30,49
ng/mL

LEGENDA: Deficiéncia - Até 24,9 ng/mL; Insuficiéncia - 25 - 99,9 ng/mL; Suficiéncia: 100 - 120
ng/mL; Elevado: > 150 ng/mL. Amostra : Sangue. Método : QUIMIOLUMIESCENCIA. []: concentracao.

Tabela 11: Dosagem sérica por quimioluminescénciada 25(OH)D3 em ng/dL, dos
pacientes do grupo GC (Grupo Controle). Hospital Veterinario Unesp-Jaboticaball,

2019, anadlises do Laboratério de analises clinicas VETPAT- Campinas /2020.

Classificacdo | Numero | Percentual
de acordo | de de

com a | animais | animais %
dosagem de

Vitamina D

Insuficiente 8 80
Deficiente 1 10
Suficiente 1 10
Média 45,93

ng/mL

LEGENDA: Deficiéncia - Até 24,9 ng/mL; Insuficiéncia - 25 - 99,9 ng/mL; Suficiéncia: 100 - 120
ng/mL; Elevado: > 150 ng/mL. Amostra : Sangue. Método : QUIMIOLUMIESCENCIA
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Nas tabelas 12 e 13, sdo apresentados os valores médios da concentracéo
sérica média da vit D, [25(OH)D3], do grupo controle e do grupo linfoma nos diferentes
momentos do tratamento quimioterapico, demonstrando que nao foram significativas
as diferencas entre estes valores médios calculados em cada grupo e nem entre 0s
momentos da quimioterapia antineoplasica (P >0,05). A concentracéo de Vit D ndo se
alterou significativamente com a presenca da doenga ou com a evolucdo do
tratamento.

Resultados semelhantes foram observados em estudos de Crestoni et al.
(2013), no qual se comparou a concentracdo sérica de 25(0OH)D3 entre cadelas
portadoras de tumores mamarios e caes nao portadores (machos e fémeas) e nao foi
encontrada diferencas significativas que indicassem a relacdo da concentracao de
25(0OH)D3 e a carcinogénese mamaria. Entretanto, em estudos de Wakshlag (2011),
em que se avaliou a concentracdo da vitamina D3 em 87 cades da raca Labrador
retriever, obteve-se como resultado, que os cdes portadores de mastocitoma
apresentavam concentracdes séricas desta vitamina inferiores ao grupo controle.

Estudos semelhantes apontaram essa associacao entre baixas concentracdes
séricas de vitamina D e risco da ocorréncia de neoplasias, em cdes com linfoma
(Gerber; Hauser & Reusch, 2004) e em cdes com hemangiossarcoma esplénico
(Selting et al. 2014).

Tabela 12: Comparacao entre os valores médios de concentracdo da vitamina D3

entre 0S momentos da terapia antineoplasica.

VARIAVEL Grupo Momento Média Dp Valor de p
D3 Linfoma TO 32,77 13,74 01133 a |
T5 29,79 14,69 a
T1I0 30,49 12,77 a |

Legenda: Letras iguais, valores nao diferem entre si.
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Tabela 13: Comparacédo entre os valores médios de concentracdo da vitamina

D3 entre 0s grupos no momento pré-tratamento.

VARIAVEL Grupo Momento Média Dp Valor de p
D3 Controle TO 45,93 26,39 0,1133 a |
Linfoma TO 32,77 13,74 a

Legenda: Letras iguais, valores nao diferem entre si.

2.4.4 Proteinograma obtido por eletroforese

O proteinograma sérico foi obtido em matriz de gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de soédio (SDS-PAGE). Na Figura 10 € apresentada a separacao em
SDS-PAGE das proteinas séricas nos caes, as quais foram analisadas pelo
densitbmetro de acordo com o peso molecular ja conhecido de cada proteina sérica
identificada (Tabelal4). Neste estudo, foram encontradas de 18 a 31 fra¢cdes protéicas
nos caes sadios e com linfoma, porém somente 11 fracoes apresentaram evidéncia
no tracado eletroforético. As proteinas séricas totais incluem albumina, alfaglobulinas,
betaglobulinas e gamaglobulinas. As subfracdes de alfaglobulinas encontradas neste
ensaio incluiram alfa-1-antitripsina (AAT), alfa-1-glicoproteina acida (AGP), alfa-
2ceruloplasmina e alfa-2-haptoglobina. A transferrina foi a betaglobulina encontrada.
A IgA e IgG também foram identificadas, resultados semelhantes a estudo de Bush et
al. (2004).
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Figura 10: Eletroforese de proteinas séricas em matriz de gel de poliacrilamida
mostrando a separacao das fracdes protéicas em caes. As proteinas com maior peso
molecular localizam-se no inicio (I) da corrida eletroforética, estando entre elas as
proteinas IgA (170 KD), ceruloplasmina (125 KD), transferrina (85 KD), albumina (65
KD), alfa-1- antitripsina (60 KD) e IgG (cadeia pesada) (52 KD). No meio (M) do gel
estdo as proteinas haptoglobina (39 KD) e alfa-1-glicoproteina acida (37 KD). Ao final
(F) do gel estdo as proteinas n° 9 (33 KD), IgG (cadeia leve) (25 KD) e proteina n° 11
(23 KD). Fonte: Laboratério de Laboratério de Apoio a Pesquisa do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinaria, da FCAV — Unesp, Jaboticabal, SP, 2020.
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Tabela 14: Proteinas séricas avaliadas por eletroforese e respectivos pesos
moleculares. Laboratério de Laboratorio de Apoio a Pesquisa do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinaria, da FCAV — Unesp, Jaboticabal, SP, 2020.

Proteina Sérica Peso Molecular (KD)

IGA 170

Ceruloplasmina 125

Transferrina 85

Albumina 65

al- Antitripsina 60

IGG-Total 77 (IGG cadeia pesada-52), (IGG
cadeia leve-25)

Haptoglobina 39

a1- Glicoproteina Acida 37

Legenda: peso molecular das proteinas avaliadas no projeto através da eletroforese

através do densitdmetro apds a segregacao dessas proteinas no gel de poliacrilamida.

As analises estatisticas realizadas através do teste ANOVA demonstraram
diferencas significativas com a presenca da doenca e com a evolucdo da terapia
antineoplasica entre as médias das variaveis: IGA (Grafico 3) e a1- Glicoproteina
Acida, os valores diferiram entre si, (p< 0,05). A concentracdo de haptoglobina
apresentou diferenca expressiva com a presenca da doenga, ou seja, a0 comparar o
grupo controle e o GL na semana TO, porém ndo apresentou oscilacao significativa ao
longo do tratamento quimioterapico (Grafico 2 ). Em estudos de Vieira (2009), também
se verificou que de forma geral as médias das concentracdes séricas das proteinas
nos soros dos pacientes foram maiores no grupo dos cées com linfoma emrelacéo ao
grupo controle, corroborando com outros autores que afirmam que ha uma maior
producéo de globulinas e PFAs em cdes com doencas inflamatérias e neoplasicas
(Calazans, 2006; Semolin, 2008).

Entretanto, conforme demonstrado na tabela 15, ndo houve diferenca

significativa entre as variaveis IGG, Transferrina, Albumina, ceruloplasmina e Alfa-1-
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antitripsina entre 0s grupos experimentais, nem entre as semanas avaliadas durante
o tratamento, (tabela 16) (p> 0,05).

Ainda de acordo com estudo de Vieira (2009), também foi relatado um aumento
significativo com a presenca do linfoma nas concentracfes séricas de alfa- 1-
glicoproteina &cida (p< 0,05), porém neste mesmo estudo, foi identificado um aumento
significativo na concentracgdo de transferrina e I9G nos cées do GL, diferentemente do
nosso estudo, em que se identificou um aumento da haptoglobina sérica e IgA.

Também ndo houve diferencas estatisticas significativas entre os momentos da
guimioterapia em relacao as concentracdes das proteinas séricas analisadas. Porém,
pode-se observar uma reducdo na concentracéo de IgA, IgG e alfa-1- antitripsina na
décima semana do tratamento (tabela 16). A explicacdo provavel paratal resultado
pode ser o fato de que o antineoplasico, a doxorrubicina, causa lesdes dos
parénquimas hepatico e renal, levando a hipoproteinemia, hipoalbuminemia e
proteinuria (Nakage, 2000).

Em estudo de Eckersall (2008), a reducdo da concentracdo de IgG pode ser
esclarecida pela deficiéncia imunolégica causada tanto pela doenca em si, quanto pela
imunossupressdo causada pela quimioterapia, porém neste mesmo estudo é
apontada uma reducao nos teores de haptoglobina, albulmina e ceruloplasmina com
a evolucao da terapia. A reducdo simultdanea da concentracdo de haptoglobina e
albumina podem indicar a presenca de lesbes hepaticas, uma vez que estas proteinas
sao sintetizadas pelo figado. No presente estudo nao foi detectada a hipoalbuminemia
associada a baixa concentracédo de haptoglobina, possivelmente devido ao controle e
tratamento suporte das lesdes hepaticas e renais causadas pelos quimioterapicos

ultilizados.
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Tabela 15: Comparacdo entre os valores médios de concentracdo das proteinas
séricas analisadas, em mg/dL, entre 0s grupos no momento pré-quimioterapia.
Laboratorio de Apoio a Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria,
da FCAV — Unesp, Jaboticabal, SP, 2020.

Variavel Grupo Momento Média DP Valor de P Letra
IgA Controle TO 16,33 4,971 0,0118 a
Linfoma TO 37,58 21,38 b
CERULOPLASMINA Controle TO 26,3 15,91 0,166 a
Linfoma TO 3595 17,66 a
TRANSFERRINA Controle TO 249,7 63,3 0,3575 a
Linfoma TO 307,4 109,5 a
ALBUMINA Controle TO 3926 260,8 0,4418 a
Linfoma TO 4372 1356 a
A1ANTITRIPSINA Controle TO 185,6 37,11 0,0645 a
Linfoma TO 270,9 128 a
IgG TOTAL Controle TO 1320 193,9 0,1909 a
Linfoma TO 1542  737,4 a
HAPTOGLOBINA Controle TO 108,7 56,15 0,0003 a
Linfoma TO 4189 275,4 b
A1GLICOPROTACIDA Controle TO 11,14 3,066 0,0247 a
Linfoma TO 52,03 35,67 b

Legenda: letras iguais os valores ndo diferem entre si.
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Tabela 16: Comparacdo entre os valores médios de concentracdo das proteinas
séricas analisadas, entre os momentos da terapia antineoplésica. Laboratério de
Apoio a Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, da FCAV —
Unesp, Jaboticabal, SP, 2020.

Variavel Grupo Momento Média DP Valor de P Letra
IgA
Linfoma TO 37,58 21,38 b
T5 29,67 14,72 ab
T10 26,58 10,24 ab
CERULOPLASMINA
Linfoma TO 35,95 17,66 a
T5 38,64 21,1 a
T10 4549 2354 a
TRANSFERRINA
Linfoma TO 307,4 109,5 a
T5 333,6 150,2 a
T10 330 133,4 a
ALBUMINA
Linfoma TO 4372 1356 a
T5 4136  889,4 a
T10 4644 1380 a
A1ANTITRIPSINA
Linfoma TO 270,9 128 a
T5 303,3 109,8 a
T10 260,2 98,76 a
IgG TOTAL
Linfoma TO 1542 737,4 a
T5 1121  531,8 a
T10 1154  489,8 a
HAPTOGLOBINA
Linfoma TO 4189 275,4 b
T5 608,5 353,3 b
T10 644,6 349,7 b
A1GLICOPROTACIDA
Linfoma TO 52,03 35,67 b
T5 43,03 38,39 ab
T10 43,97 32,73 ab

Legenda: letras iguais, valores ndo se diferem entre si. Os resultados apresentam-se

como a média £ D e a significancia foi fixada para todos os testes em 5% (p<0,05).

O gréfico 1 ilustra que houve diferencas significativas entre as concentracdes

médias de IgA, Haptoglobina e Alfa-1- glicoproteina acida entre o GC e o GL.
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Grafico 1 :Comparacédo entre os valores médios da concentracdo das proteinas de

fase aguda em mg/ dL entre 0o GL no TO e 0 GC.
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N&o houve diferencas significativas entre os valores médios da proteina total
entre 0S grupos experimentais e nem entre 0s momentos avaliados do tratamento
guimioterapico. Este resultado concorda com resultados de Silva (2005), que também
nao obteve diferencas significativas nas médias das concentracdes de proteinas totais
entre 0s soros dos pacientes com linfoma e o grupo controle, mas resultados
diferentes podem ser identificados em Nakage (2000), que observou um decréscimo
na proteina sérica total dos caes com linfoma, o que pode ser explicado pelo estado
nutricional ruim desses pacientes, lesdo renal e hepatica apdés a administracdo de
doxorrubicina na quarta semana do protocolo de quimioterapia antineoplasica.

As médias das concentracbes das proteinas séricas de fase aguda,
Haptoglobina (Grafico 2) , a1-glicoproteina acida e IGA (Gréafico 3) demostraram

diferencas significativas entre 0s grupos experimentais, ou seja, houve diferenca
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relevante na concentragcdo media destas proteinas entre cédes sadios e com linfoma ,
antes da 12 sessao de quimioterapia, (p<0,05) conforme demostrado nos Gréficos.

O gréfico 2 demonstra que os cdes com linfoma apresentavam maior a dispercéao dos
valores individuais das dosagens de haptoglobina em relacdo a média quando
comparado ao GC, indicando forte correlagdo entre a doenca e as alteragdes na
concentracdo da variavel em questdo . O gréfico 3 demonstra, da mesma forma, a
dispersédo dos valores de IgA do GL foi maior que no GC, valores diferiram entre si.

Grafico 2: Dispersédo entre os valores da concentracdo da haptoglobina em mg/dL

dos pacientes com Linfoma ao longo do tratamento quimioterapico e do GC.
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Grafico 3: Dispersdo entre os valores da concentracdo da IGA em mg/dL dos

pacientes com Linfoma ao longo do tratamento quimioterapico e do GC.
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A sensibilidade e especificidade para a a-1 —glicoproteina acida (AGP) em
linfoma multicéntrico de cdes foram de respectivamente: 61% e 62%. O valor da
recidiva em pacientes com coorte foi de 35%, enquanto que o valor da recidiva em
pacientes sem coorte foi de 58%, com P-Recidiva de 0,139 e com valor de P igual a
0,0232 (Tabela 17) .O que pode sugerir um fator protetivo da AGP para linfoma
multicéntrico em cées, ou seja, cdes com maior teor sérico no momento do diagndstico
de AGP tem menor probabilidade de apresentar recidiva, ou demoram mais para
apresentar recidiva da doenca em relagcdo aos cdes com menores concentracdes
desta proteina.

As alfa-1-globulinas (antitripsina e glicoproteina acida) s&o induzidas
principalmente pela citocina, Interleucina 1 (IL-1) (Céron et al., 2005). A AGP é uma
proteina de fase aguda positiva nos caes, apresentou-se significativamente elevada
(p<0,05) em céaes com linfoma, no momento zero, corroborando achados de literatura,
reportados por alguns autores (Calazans, 2006; Eckersall, 2008). Estes autores
relataram que a determinacéo das concentracdes de AGP pode ser util em estimar a
carga tumoral, comparando cdes com linfoma tratados ou ndo com doxorrubicina
(Calazans, 2006; Eckersall, 2008).
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Elevacdes na concentracdo sérica dessa proteina tém sido descritas em caes
com linfoma, carcinomas (exceto carcinoma mamario) e sarcomas. Em pesquisas que
apontaram especificidade e sensibilidade semelhante para linfoma canino ao presente
estudo, foi concluido que a AGP é um marcador promissor para detec¢do precoce do
linfoma multicéntrico (Céron et al., 2005).

Os linfécitos sé@o capazes de produzir a AGP, o que explica o seu nivel sérico
alto em cées e gatos com linfoma. Ademais, em humanos a AGP pode ser sintetizada
pela glandula prostatica e aparecer no liquido seminal (Céron et al., 2005).

A AGP é comprovadamente um agente antiinflamatério natural, que inibe a
ativacao dos neutréfilos e aumenta a secrecdo do receptor antagonista de interleucina-
1 através dos macrofagos, inibindo, portanto, a proliferacdo de linfocitos,
principalmente neoplasicos em casos de linfoma (Fournier et al., 2000).

O gréfico 4 demonstra que a dispersao dos valores da variavel AGP em relagao
a média foi bem maior no GL em relacdo ao GC. E que os valores médios da
concentracao desta proteina néo se alteraram ao longo do tratamento quimioterapico,
tendendo a se aproximar da dispersdo observada no grupo controle, os valores

diferiram entre si, (p <0,05).
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Grafico 4. Comparagéao entre as concentragbes da a1-Glicoproteina acida ao longo
do tratamento quimioterapico e entre os Grupos experimentais ( GC: Grupo Controle
e GL: Grupo Linfoma).
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Segundo Daleck et al. (2008), as concentracdes séricas de AGP sdo capazes
de estimar a carga tumoral e suas alteracdes permitiram predizer a recidiva do linfoma
semanas antes de sua manifestacdo clinica em cédes com linfoma multicéntrico
tratados com doxorrubicina. Neste estudo, ndo houve diferencas significativas
(p>0,05) nas concentracdes séricas de AGP, entre cdes com linfoma, apds a primeira
administracdo de doxorrubicina, porém houve diferenca entre cdes sadios e com a

presenca da doenca.

2.4.4 Avaliacao de valor progndstico das variaveis avaliadas

As respostas ao tratamento dos pacientes neste estudo foram avaliadas na
guinta semana de tratamento, de acordo com estudos de Vieira (2013), a resposta
tumoral ao tratamento foi determinada na quinta semana do protocolo CHOP, devido
a maior probabilidade dos cdes com linfoma multicéntrico apresentarem remissao

completa apds a primeira administracdo de doxorrubicina do protocolo, porém para
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Hernandez et al. (2017) foi estipulado a décima semana para as observacodes, pois
neste periodo se pode ter melhor parametro da acao da doxorrubicina nos pacientes.

O ponto de corte selecionado para as observacdes foi de 200 dias, pois de
acordo com Vail e Young (2007), além do paciente ja haver finalizado o protocolo
CHOP de 19 semanas, entre 200 a 240 dias pode haver recidiva dos casos de linfoma
alto grau.

Na presente pesquisa, para cada variavel estudada, os pacientes foram
divididos em alta e baixa concentracdo sérica, o ponto de coorte foi determinado
através de anadlises de curvas ROC, esses grupos foram comparados através do teste
de curva de sobrevivéncia de Kaplan Meier e entdo foram determinados os pacientes
gue recidivaram e que nédo recidivaram em cada grupo, avaliando o tempo livre de
doenca (TLD) dos pacientes. Ao longo do experimento, notou-se que 6 dos
13 pacientes (46,15%) que compunham o GL apresentaram recidiva anterior ao
periodo de coorte estipulado para as observacdes, ou seja, 200 dias.

Conforme demonstrado na Tabela 17, os pacientes com alto e baixo teor das
proteinas estudadas foram comparados, e foi determinado que apenas a AGP teve
valor progndstico positivo para o linfoma, ou seja, 0s pacientes que apresentavam
maiores concentracdes de AGP ao longo do tratamento quimioterapico tiveram maior
tempo em remissdo da doenca, neste caso, maiores tempos livres de doenca.
(Tabela 17).

Esses resultados diferiram dos resultados observados em Hernandez et al.
(2017), em que néo foi observado uma correlacéo entre concentracfes mais altas de
alfa-1-glicoproteina acida e um melhor prognéstico do linfoma multicéntrico em cées,
nesta pesquisa foi obtido que apenas concentracées mais baixas de transferrina e
albumina estavam associadas a um menor TLD e menor tempo de sobrevida dos
pacientes (Hernandez et al., 2017).

Entretanto, especialmente em felinos, a AGP-1 € uma das principais PFA gque,
em processos malignos como a leucemia, ou em processos inflamatorios
agudos/cronicos, pode elevar sua concentracdo sérica cerca de 1000 vezes aos niveis

basais. A utilizacdo deste parametro deve ser incluida no monitoramento de
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caes e gatos, como marcador diferencial para avaliagdo de neoplasias ou processos
inflamatoérios agudo( Céron et al., 2005).

Estudo de Vieira et al. (2010) também observou um aumento substancial da
concentragédo da AGP nos pacientes caninos com linfoma multicéntrico em relagéo ao
grupo controle, sugerindo que esses pacientes apresentavam uma reagcao de fase
aguda (RFA) exarcerbada nos momentos das coletas sorolégicas, entretanto nao foi
avaliado o valor prognéstico dessa proteina neste estudo.

Tabela 17: Comparacao entre os pacientes com linfoma multicéntrico que recidivaram
e que nao recidivaram dentro do intervalo de tempo de corte para as observacoes.

Recidiva 6/13 casos 46,15% 186,9 dias em média
Variavel Recidiva Média DP Valor de P P-Prognostico  Valor Coorte
IGA N 30,84 15,84  0,0866 0,9999
S 31,78 17,41
CERULOPLASMINA N 43,99 17,69 0,2014 0,1213
S 35,4 23,5
TRANSFERRINA N 291,3 119,3  0,0906 0,09103
S 361,5 133
ALBUMINA N 4629 1180 0,1764 0,2258
S 4098 1225
A1ANTITRIPSINA N 276,1 101,1  0,9034 0,8658
S 280,5 125,3
IGGTOTAL N 1217 711,8 0,5476 0,2599
S 1337 482,2
HAPTOGLOBINA N 592,7 315,9 0,0484 0,3981
S 516,1 360,1
A1GLICOPROTACIDA N 55,94 42,03  0,0232 0,0304 <34,8
S 35,15 20,18
VITAMINA D3 N 29,87 15,07 0,5722 0,5447

Foi determinado um valor de coorte através do método curvas de ROC para a
concentracdo da AGP, IgA, transferrina e haptoglobina, que foram as variaveis que

apresentaram valor de p < 0,1; ou seja apresentaram diferencas significativas nas

81



analises estatisticas. Essas variaveis foram mensuradas no momento do diagnéstico,
a partir dessas mensuracoes foi observada uma distingdo naperspectiva de sobrevida
e tempo livre de doenca desses pacientes. Esses pacientes foram divididos em 2
grupos, alta e baixa concentracdo da proteina avaliada, a partir do ponto de coorte e
foram comparados entdo através da curva de sobrevivéncia de Kaplan Meier, através
da qual se demonstrou o percentual de pacientes que recidivaram ao longo do tempo.

Pacientes com concentracdo sérica de alfa-1- glicoproteina acida superior a
34,8 mg/dL no momento do diagndstico demoraram mais tempo para apresentar
recidiva em relacdo aos pacientes com concentragcdo sérica inferior a esse valor no
momento TO do tratamento quimioterapico, conforme pode ser observado no grafico
5, obtido a partir das analises pelo método da curva de Kaplan-Meier. Entretanto nao
houve diferenca significativa pelas curvas de Kaplan Meier que comprove que ovalor
de coorte que se obteve pelas curvas ROC € prognadstico para o linfoma multicéntrico

em caes.
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Grafico 5 :Curvas do percentual livre de doenca ao longo do tempo dos pacientes
com linfoma com a concentragéo sérica de a1-Glicoproteina acida maior e menor
que 34,8 mg/dL

100 4———mm = m === P= 0,3593

804

60+

-———eew - -d

404

Porcentagem livre de doenga

204

— a1-Glicoproteina acida > 34,8 --- al-Glicoproteina acida < 34,8

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Dias de acompanhamento

0

Pacientes com concentracao sérica de IgA superior a 28,17 mg/dL no momento
do diagnéstico apresentaram recidiva mais rapidamente em relacdo aos pacientes
com concentracdo sérica inferior a esse valor no momento TO do tratamento
guimioterapico, conforme pode ser observado no grafico 6. Entretanto ndo houve
diferenca significativa pelas curvas de Kaplan Meier que comprove que o valor de
coorte que se obteve pelas curvas Roc é progndéstico para o linfoma multicéntrico em
caes, apesar da variavel demonstrar influéncia no tempo livre de doenca desses
pacientes.

Nos resultados encontrados no ensaio atual, verificou-se que as
concentracdes séricas médias de IgA apresentaram diferencas significativas (p>0,05)

no teste ANOVA, na comparacao entre caes sadios e com linfoma ,
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concordando com Madewell et al. (1979). Porém, assim como em estudos de Eckersall
(2008), essa proteina também estava aumentada no momento do diagnostico de cées
com linfoma multicéntrico, Provavelmente, devido a uma maior producéo de globulinas
em doencas inflamatdrias e neoplasicas, conferindo um pior prognéstico, mas este é
um achado pouco comum em linfomas multicéntricos, uma vez que a IgA € uma
globulina presente principalmente em secregdes externas endo no soro dos

pacientes.

Grafico 6 :Curvas do percentual livre de doenca ao longo do tempo dos pacientes
com linfoma com a concentragdo sérica de IgA maior e menor que 28,17 mg/dL
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Pacientes com concentracdo sérica de transferrina superior a 330 mg/dL no
momento do diagndstico demoraram menos tempo para apresentar recidiva em
relacdo aos pacientes com concentracao sérica inferior a esse valor no momento TO

do tratamento quimioterapico, conforme pode ser observado no grafico 7, obtido a
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partir das analises pelo método da curva de Kaplan-Meier. Entretanto, o valor de
coorte que se obteve pelas curvas Roc, ndo foi confirmado como fator progndstico
para o linfoma multicéntrico em cdes , pela curva de sobrevivéncia (P>0,1).

Esse dado se contrap8e ao que normalmente é relatado na literatura, em que
a transferrina é considerada uma PFA negativa, ou seja, sua concentracao diminui
com a presenca da inflamagé&o ou neoplasia (Eckersall, 2008). Entretanto, de forma
semelhante ao estudo de Vieira et al. (2010) e Munhoz (2012), a transferrina se
comportou como uma proteina de fase aguda positiva nos pacientes deste estudo,
aumentando sua concentracao sérica na presenca da doenca. A explicagdo provavel
para esste fato pode ser a que a concentracdo do receptor circulante, a transferrina,
esta relacionada com o nivel de eritropoiese, aumentando também na deficiéncia de
ferro, alteracfes estas que podem estar presentes em casos de linfoma multicéntrico,
pois a série eritréide tende a estar reduzida (Worwood, 1996)

Os dados encontrados foram contrarios aos resultados de Hernandez et al.
(2017) em que valores mais altos da trasferrina foram associados a um melhor
prognostico em LC, no presente estudo ocorreu que 0s pacientes com niveis sericos
acima de 330 mg/dL de transferrina obtiveram maior probabilidade de recidiva em

menos tempo (Grafico 7).
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Grafico 7: Curvas do percentual livre de doenca ao longo do tempo dos pacientes
com linfoma com a concentragdo sérica de transferrina maior e menor que 330mg/d

100 4———mm = m === P:0,2211

804

60+

404

Porcentagem livre de doenga

204

0 — Transferrina > 330 --- Transferrina < 330

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Dias de acompanhamento

Pacientes com concentracao seérica de haptoglobina superior a 490 mg/dL no
momento do diagndstico apresentaram recidiva mais rapidamente em relacdo aos
pacientes com concentracao sérica inferior a esse valor no momento TO do tratamento
guimioterapico, conforme pode ser observado no grafico 8. Achadossemelhantes
foram encontrados em estudos de Daleck et al. (2008) e Vieira et al. (2013) e foi
associado a um pior progndéstico em cées, pois indica uma Reacdo de Fase Aguda
(RFA) exacerbada em cées com linfoma, principalmente quando esse aumento é
detectado no momento do diagndstico, apesar disso, este aumento pode estar
associado ao uso de corticoides e também a cdes com comprometimento hepatico
inicial pela neoplasia, que portanto estaria associado ao estadio IV do linfoma, o que

por sua vez, foi prevalente entre os pacientes do presente estudo.
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Grafico 8: Curvas do percentual livre de doenca ao longo do tempo dos pacientes
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2.4.5 Analise de correspondéncia multipla

Com o valor de P < 0,05, houve associacdo positva entre as altas
concentracfes de alfa-1-antitripsina e os pacientes que apresentavam a doenca com
baixo grau histolégico na décima semana de tratamento (T10) . Este resultado diferiu
do que foi descrito em estudos de Vieira et al. (2013), que ndo encontrou associacao
entre o tipo histologico e as diferencas nas concentracdes proteicas, apenas relatou
gue a as alteracbes nas concentracbes das PFAs estavam relacionadas com o
imunofendtipo e o sub-estadio da doenca , muito embora, subtende-se que as
alteracdes ao estarem correlacionadas com a presenca de sinais clinicos, estariam
também associadas aos linfomas de alto grau, pois estes apresentam um
desenvolvimento mais agressivo, com um acomentimento maior do paciente. Neste

mesmo estudo o aumento da alfa-1- antitripsina e da haptoglobina
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estavam correlacionadas com linfomas Ts, sugerindo maior chance de ocorréncia de
metastases nestes pacientes (Vieira et al., 2013).

Sabe-se que a AAT é o componente mais importante dentre os “inibidores de
proteases”, que € um grupo de proteinas com a funcdo de neutralizar as atividades
das enzimas proteoliticas, durante um processo inflamatorio agudo (Eckersall, 2008).
Desta maneira, 0 aumento das concentracdes séricas da AAT em todos 0s momentos
estudados para os cées do grupo GLT, sugere uma maior concentracao de enzimas
proteoliticas em caes com linfoma T, e consequentemente, maior risco de metastase.

Em estudos de Priest et al. (2010), que teve como objetivo avaliar a
concentracdo das proteinas em cdes com linfoma de alto e baixo grau, concluiu-se
gue a expressao do receptor de transferrina no linfoma canino, e concluiram que tal
expressdo depende do grau e do fendtipo do tumor. Além disso, relataram que a
expressdo do receptor de transferrina foi significativamente menor nos tumores de
células T de baixo grau comparativamente aos de alto grau, bem como aos linfomas

B de baixo ou alto grau.

2.4.6 Consideracdes finais

O presente estudo apresentou algumas limitacbes durante a sua execucao ,
sendo sugerido novos estudos a fim de complementar os dados obtidos até o
momento. Dentre as limitacBes encontradas pode-se destacar o numero reduzido de
pacientes de ambos 0s grupos podem ter apresentado interferéncias nas analyses
estatisticas. Ademais, ndo foi pospivel nessa pesquisa realizar testes sorolégicos
prévios das principais doencas endémicas da regido tanto do grupo controle como
do tratamento, com o intuito de descartar quaisquer outras afeccdes pré-existentes

gue pudessem interferir na pesquisa, bem como na realizac&o da quimioterapia.
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Conclusbes

Conclui-se com esse estudo que a dosagem de vitamina D3 mensurada nos
pacientes submetidos ao tratamento quimioterapico ndo se apresentou como um
marcador prognostico eficaz em paciente com linfoma multicéntrico e também né&o
apresentou diferenca estatistica com a presenca da doenca nem nas semanas
avaliadas ao longo do tratamento quimioterapico. Ademais, as proteinas séricas a IgA
e a alfa-1-glicoproteina acida e haptoglobina demonstraram alteracdes entre os
grupos e ao longo das semanas avaliadas durante o protocolo de quimioterapia, sendo
consideradas como potenciais marcadores sensiveis para indicar a presenca do
linfoma multicéntrico em cées. A alfa-1-glicoproteina &cida, haptoglobina, IgA e
transferrina demonstraram valor prognéstico em linfoma multicéntrico em cées, sendo
gue a alfa-1- glicoproteina acida foi um fator protetivo para a doenca, ja que 0s
pacientes com maior teor dessa proteina apresentaram maior tempo livre de doenca
e menor probabilidade de recidivar em menos tempo. De acordo com a estatistica
multivariada, o aumento da concentracdo de alfa-1-antitripsina esta associada ao
linfoma com tipo histolégico de baixo grau. Por fim, em relacdo aos aspectos clinicos
da populacao de caes com linfoma deste estudo, houve uma prevaléncia de fémeas,
SRD, com tipo histolégico tumoral LDGBC e tempo livre de doenca médio de 186,9
dias.
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