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Imunossupressao e toxicidade renal como efeitos adversos de quimioterapia

metrondmica no tratamento de neoplasias em pequenos animais

Resumo

A imunossupressdo e a toxicidade renal s&do possiveis efeitos adversos em
guimioterapia metronémica. Embora, em medicina veterinaria, a imunossupressao nao seja
um efeito adverso muito documentado, em medicina humana foram publicados varios
estudos que comprovam a sua. Em relacdo a toxicidade renal, esta podera ocorrer pelo
facto de o protocolo de quimioterapia metronémica poder incluir a administracdo, a longo
prazo, de um anti-inflamatério ndo esteroide. Assim, este estudo teve como objetivos
perceber, num grupo de animais submetidos a quimioterapia metronémica, se estes tipos de
efeitos secundarios ocorrem e qual a frequéncia de ocorréncia. Outro objetivo foi perceber
se a linfopenia demonstrada pelos animais estaria relacionada com o protocolo terapéutico
instituido.

Por ser um estudo retrospetivo, 0os animais incluidos no estudo, dependendo das
andlises clinicas realizadas, foram incluidos num ou em ambos os grupos de estudo: grupo
de estudo de imunossupresséao e grupo de estudo de toxicidade renal. Nos animais incluidos
no grupo de estudo da imunossupressao, apesar de néo ter sido observada a ocorréncia de
neutropenia, ocorreu leucopenia em 12,5% dos animais e linfopenia em 56,25%. As
leucopenias foram todas documentadas na espécie felina, no entanto, as linfopenias foram
divididas pelas duas espécies aqui estudadas. Em relacdo a toxicidade renal, nos animais
incluidos neste grupo, observou-se gue os valores de creatinina se encontravam acima do
limite superior do intervalo de referéncia, com um aumento de 4%.

Por dltimo, apesar de ndo ter sido possivel relacionar estatisticamente o protocolo de
guimioterapia metronémica utilizado com a ocorréncia de linfopenias nos animais, colocou-
se a hipétese de a ocorréncia de linfopenia estar de algum modo relacionada com o facto de
o animal apresentar doenca renal crénica concomitante.

Estes resultados sugerem que a quimioterapia metronémica pode apresentar algum
grau de imunossupressdo, demonstrado pelas alteraces leucocitarias, e toxicidade renal
como efeitos adversos. Permitem ainda abrir espaco para a realizacdo de novo estudos
relacionados com a imunossupressdo como efeito adverso e com a possivel relacdo deste
efeito secundario com a doenca renal e o protocolo de quimioterapia metrondmica

instaurado.

Palavras-chave: quimioterapia metronémica, ciclofosfamida, imunossupresséo, toxicidade
renal, AINEs



Immunosuppression and renal toxicity as adverse events of metronomic

chemotherapy in the treatment of neoplasia in small animals

Abstract

Immunosuppression and renal toxicity are possible adverse effects of metronomic
chemotherapy. While immunosuppression is not a well-documented adverse effect in
veterinary medicine, in human medicine several studies have been published that prove its
occurrence. Regarding renal toxicity, this may occur because metronomic chemotherapy
protocol may include a long-term administration of a non-steroidal anti-inflammatory drug.
Thus, the aim of this study was to understand, in an animal group submitted to metronomic
chemotherapy, if these side effects occur and their frequency. Another aim was to
understand if lymphopenia exhibited by the animals was related to the established
therapeutic protocol.

Because it is a retrospective study, the animals included in the study, depending on
the clinical analysis performed, were included in one or both study groups:
immunosuppression study group and renal toxicity group. The animals included in the
immunosuppression study group, although any neutropenia was observed, leukopenia
occurred in 12,5% animals and lymphopenia in 56,25% animals. All leukopenia were
documented in the feline species however lymphopenias were divided between the two study
species. Relative to the renal toxicity, the animals included in this study group, was observed
that creatinine values were above the upper limit of interval reference, with an increase of
4%.

At last, even though it was not possible to statistically relate the used metronomic
chemotherapy protocol with the occurred lymphopenias, the hypothesis was raised that the
occurrence of lymphopenia to be somehow related with the fact of the animal has
concomitant chronic kidney disease.

These results indicate that metronomic chemotherapy may have some degree of
immunosuppression, demonstrated by leukocyte changes, and renal toxicity as an adverse
event. They also allow for space for new studies about immunosuppression as adverse effect
and the possible relationship between immunosuppression, chronic kidney disease and the

established metronomic chemotherapy protocol.

Keywords: metronomic chemotherapy, cyclophosphamide, immunosuppression, renal
toxicity, NSAIDs
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Descricdo das Atividades Desenvolvidas Durante o Estagio

O estagio curricular decorreu no periodo de 4 de setembro a 25 de mar¢o, num total
de 1036 horas, no Hospital Escolar Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Lisboa (HEV-FMV ULisboa). Neste, a estudante integrou a equipa médica
dos varios servicos, de forma rotativa, desempenhando diferentes fungdes na area de clinica
de animais de companhia. Durante os turnos de 8 horas, acompanhou animais de diversas
espécies, entre as quais a espécie canina, felina, lagomorfos e répteis.

No servico de cirurgia, a estudante foi responséavel por receber os animais na sala de
espera, conferindo com os detentores dos mesmos as informacdes constadas na ficha de
checklist pré-cirdrgica e se 0s animais cumpriam 0s requisitos para a realizacdo do
procedimento de forma segura. Foi ainda permitido a estudante realizar diversas tarefas no
pré-cirargico, entre as quais preparacdo e administracdo de pré-medicacdes, colocacédo de
cateteres e tubos endotraqueais e preparacdo do campo cirirgico, e no pos cirurgico,
transferéncia de animais para o internamento, remocéao do tubo endotraqueal e de cateteres
e ainda entrega de animais aos respetivos detentores apds o0s procedimentos. Quanto a
procedimentos cirlrgicos, a estudante teve oportunidade de ver e realizar: procedimentos de
avaliacdo e tratamento integrado da cavidade oral — realizacdo de radiografias intraorais,
extracOes dentarias, destartarizacbes e polimentos; cirurgias de tecidos moles -
ovariohisterectomias, orquiectomias, cesarianas, remocao de corpos estranhos, remocéao de
neoplasias, cistotomias, entre outras; cirurgias ortopédicas — resolucdo de luxacdo de
patela, hérnias discais, resolucdo de fraturas 6sseas. Quando néo lhe foi possivel participar
em procedimentos cirdrgicos, a estudante realizou monitoriza¢des anestésicas.

No servigo de imagiologia — radiologia e tomografia computorizada —, a estudante
teve oportunidade de posicionar corretamente o animal, de induzir e monitorizar anestesias
para a realizagdo de exames, administrar o contraste, por via endovenosa, necessario a
realizacdo de tomografias computorizadas e avaliacdo e elaboracdo de relatérios dos
exames em conjunto com o médico veterinario responsavel. Neste servico, foi ainda
possivel participar na realizacao de uma mielografia.

Ainda no ambito da imagiologia, mas agora no servico de ecografia a estudante teve
a oportunidade de assistir a diferentes exames ecograficos, tanto a nivel abdominal como a
nivel cardiaco, de diagnéstico, estadiamento clinica e de controlo . Durante estes exames foi
ainda possivel auxiliar em variados procedimentos como lavagem de bypass ureteral
subcutaneo (SUB), cistocenteses, pungdes com agulha fina e drenagem de derrames. Nesta
rotacdo, a estudante teve ainda a oportunidade de realizar exames ecograficos e
cistocenteses.

No servico de oncologia foram acompanhadas de primeira vez, de seguimento, de

segunda opinido e de referéncia. Em algumas desta consultas a estudante foi responsavel



pela recolha da anamnese e por realizar 0 exame de estado geral dos animais. Neste
servico, a estudante teve ainda a possibilidade assistir & elaboracdo de planos de
diagnéstico, estadiamento e tratamento, de proceder a recolhas de sangue e de participar
nos protocolos de quimioterapia, ao preparar e administrar os farmacos antineoplasicos.

No servico de oftalmologia, a estudante acompanhou consultas de seguimento e de
referéncia, onde foi possivel efetuar o exame oftalmolégico detalhado e participar na
elaboracgéo dos relatérios médicos. Nesta rotacao, a estudante teve ainda a oportunidade de
assistir a algumas cirurgias da especialidade e a exames especificos da especialidade como
eletrorretinografia.

No servico de medicina interna, a estudante péde assistir, tal como em rotacdes
anteriores, a consultas de primeira e segunda opinido e de seguimento e recolher o historial
clinico dos animais, auxiliar na elaboracdo de relatérios médicos e de recolha de sangue e
urina. Neste departamento foi ainda possivel participar em procedimentos como rinoscopias,
gastroscopias e colonoscopias.

No servico de medicina geral a estudante foi responsavel por, fazer a recolha da
histéria clinica, executar o exame de estado geral, proceder a recolha de sangue e de urina
por cistocentese ecoguiada, realizar medicdes da pressao arterial, fazer punc¢des aspirativas
por agulha fina para citologia, administrar medicamentos e vacinas e fazer planos de
vacinagdo e desparasitacdo, auxiliar na realizagdo de drenagens de fluidos abdominal e
tordcicos e na colocagdo de transponders de identificagdo animal e consequente
preenchimento de boletins sanitarios e registos na plataforma SIAC. Neste servico a
estudante teve ainda a possibilidade de assistir e auxiliar em consultas de urgéncia por
suposta ingestdo de téxicos, traumas e problemas respiratérios, prestando primeiros
socorros, realizando exames complementares e posterior hospitalizagdo do animal. Ainda
nesta rotacao, foi possivel discutir, com o médico veterinario responséavel, os casos clinicos
de modo a elaborar a lista de diagnosticos diferenciais, perceber quais 0s exames
complementares de diagnéstico mais adequados e decidir o plano de tratamento.

Durante o tempo de rotacao na unidade de isolamento e contencao biologica (UICB)
ndo estiveram animais internados, por isso, nesse tempo a estudante teve oportunidade de
discutir, com a médica veterinaria responsavel, casos clinicos, planos de diagnéstico e de
tratamento de doencas infeciosas

Na rotacdo de dermatologia, a estudante assistiu a consultas de primeira e de
segunda opinido e também de referéncia. Nestas teve a responsabilidade de fazer a recolha
da anamnese, proceder ao exame de estado geral dos animais e exames complementares
de diagndstico dermatoldgico, nomeadamente citologias auriculares e de pele, seguidas da
sua observacéo e interpretacao, bem como recolha de amostras para cultura microbiol6gica.

Pdde também auxiliar na realizacdo de bidpsias de pele e na elaboracdo de relatorios



médicos. A estudante teve ainda oportunidade de discutir com o médico veterinario
responsavel os diagndsticos diferenciais e possiveis tratamentos.

No servico de internamento, a estudante realizou ainda trés turnos diurnos e oito
turnos noturnos, ambos de 12 horas. Neste servico, foi-lhe permitido assistir & passagem
dos casos clinicos, fazer monitorizacdo clinica e realizar exames de estado geral dos
animais hospitalizados, preparar e administrar medicacdo, colocar sondas de alimentacao
nasogastricas, fazer eco fast (exame ecogréfico rapido que auxilia na abordagem clinica),

colheitas de sangue e elaborar relatérios para alta dos animais.



. Revisao Bibliografica
1. Generalidades

O cancro nao é uma doenca singular, nem simples, mas sim um amplo nimero de
doencas cujos fatores comuns sdo o crescimento e a proliferacdo de células né&o
controlados (Modiano and Kim 2020). Este pode surgir por mutacdes hereditarias, devido a
erros de replicacdo no ADN e/ou por fatores ambientais, sendo as mutacdes por erros de
replicagdo no ADN o principal fator. Em suma, o cancro é uma doenga genética, contudo
nem sempre hereditéria. No entanto, € necessario mais do que uma mutacdo para que a
doenca se desenvolva (Tomasetti et al. 2017).

Os canideos e felinos domésticos sdo dos mamiferos com maiores taxas de cancro
(Albugquerque et al. 2018), estimando-se que 1 em cada 3-4 canideo e 1 em cada 5 felino
domésticos ira desenvolver um tumor no decorrer da sua vida (Pang and Argyle 2009). Para
além da elevada incidéncia, esta doenca € a maior causa de morbilidade e mortalidade em
animais de companhia (Garden et al. 2018).

Nos varios estudos realizados ao longo dos anos, a pele e tecidos moles e a
glandula mamaria continuam a ser os principais locais de desenvolvimento de tumores na
espécie canina (Dobson et al. 2002; Brgnden et al. 2010; Griintzig et al. 2015; Baioni et al.
2017), o que vai ao encontro ao registado em Portugal (Registo Oncolégico Animal 2020).
No estudo de Dobson et al. (2002), na Dinamarca, os histiocitomas cutaneos, seguidos
pelos lipomas, adenomas, sarcomas de tecidos moles e mastocitomas sao referidos como
as neoplasias mais frequentes. Mais recentemente, Brgnden et al. (2010), no Reino Unido,
concluiram que os adenomas sdo 0s tumores mais comuns e s6 depois os lipomas,
adenocarcinomas e mastocitomas. Em Portugal, as neoplasias mais comuns em cées séo
0s mastocitomas, lipomas e o adenoma complexo maméario (Registo Oncol6gico Animal
2020).

Na espécie felina, tal como nos canideos domésticos, a pele e tecidos moles,
juntamente com a glandula mamaria, séo os locais mais provaveis ao desenvolvimento de
neoplasias (Vascellari et al. 2009; Graf et al. 2015; Manuali et al. 2020). Em relag&o aos
tipos de tumores apresentados por esta espécie, Graf et al. (2015) referem os tumores
epiteliais, mesenquimatosos e linfoides como os mais comuns. Manuali et al. (2020) vao
mais além  afiimando que os principais tipos  histolégicos sdo  os
adenocarcinomas/carcinomas, linfomas, mastocitomas, sarcomas e carcinomas de células
escamosas. Em Portugal, os mais frequentes sdo os carcinomas de células escamosas e 0s

adenocarcinomas mamarios tubular e tubulo-papilar (Registo Oncoldgico Animal 2020).



2. Diagnéstico

A partir do momento em que exista a possibilidade de estar presente um processo

neoplasico, é importante determinar o tipo do tumor para saber quais 0s passos seguintes

no maneio do animal. Assim, as amostras para diagnostico podem ser obtidas por puncao

com agulha fina, com ou sem aspiracao, para analise citologica, ou por bidpsia para andlise

histopatoldgica (Biller et al. 2016).

As vantagens e desvantagens das duas analises encontram-se descritas na tabela 1.

Tabela 1. Vantagens e desvantagens da analise citolégica e da analise histopatolégica (Sharkey
et al. 2007; Sharkey and Wellman 2011; Biller et al. 2016; Ku et al. 2017).

Analise citoldgica

Andlise Histopatolégica

Vantagens

Minimamente invasiva

N&o necessita de anestesia
geral

Menor taxa de complicacbes
Resultados rapidos

Baixo custo

Avaliagdo da morfologia das
células individualmente

Pode permitir a diferenciacao
entre processos neoplasicos,

infeciosos e inflamatdrios

Poder4a permitir obter um

diagndstico definitivo quando

n&o obtido por citologia

- Conhecimento da estrutura dos
tecidos

- Relacao arquitetural

- Classificagdo da neoplasia

quanto ao grau

Desvantagens

Resultados inconclusivos por
baixa celularidade ou artefacto
Interpretacdo  errada  por
auséncia de arquitetura
tecidual

N&o permite a classificagdo da

neoplasia quanto ao grau

- Requer anestesia

O citobloco é outra maneira de obter

essencialmente microbiopsias fixadas em formol

um diagnostico, caracterizando-se

e incorporadas em parafina. Este

representa preparacfes concentradas e enriquecidas de células que permitem avaliar a

arquitetura celular bem como realizar teste auxiliares de diagnostico (Satturwar and

Pantanowitz 2021), o que leva a uma melhor interpretagéo citopatoldgica (Shidham 2019).



Além disso, pode evitar a necessidade de realizar um procedimento mais invasivo, como
bi6psias de tecido (Satturwar and Pantanowitz 2021).

O conhecimento da classificacdo do grau histolégico da neoplasia pode orientar nas
decisBes de tratamento e fornecer informacéo quanto ao prognostico (Biller et al. 2016).

Outros exames como a imunocitoquimica (realizada na amostra citolégica) ou a
imunohistoquimica (realizada em amostra histopatolégica) podem ser necessarios para
determinar o tipo especifico de tumor presente. Quando todas as pesquisas anteriormente
referidas ndo permitem obter um diagndstico definitivo, ou se pretende confirmar o
diagnostico dado pelas mesmas, pode-se realizar, por exemplo, uma PARR (PCR para
detecdo do rearranjo dos recetores antigénicos dos linfocitos) ou citometria de fluxo. Tal
como as andlises citolégica e histopatologica, todos estes exames adicionais dao
informacg&o complementar quanto ao prognéstico e possiveis alvos terapéuticos (Ruple et al.
2020).

3. Estadiamento

O estadiamento da doenga oncologica refere-se a extensdo da doenga com base no
tamanho e grau de invaséo local do tumor (T), envolvimento dos linfonodos (N) e presenca
de metastases a distancia (M) (Avallone et al. 2021). A realizagdo do exame fisico, de
analises clinicas (hemograma, bioguimicas e uriandlise) e de exames imagioldgicos sao
componentes essenciais ao estadiamento clinico (Biller et al. 2016).

Para avaliar o tamanho do tumor, no caso de neoplasias externas, pode-se recorrer
ao exame fisico. Contudo, em neoplasias internas, o melhor método € a imagiologia —
radiografia, ecografia, tomografia computorizada (TC) ou ressonancia magnética. Esta
ultima é utilizada também para perceber o grau de invaséao local (Biller et al. 2016).

Na doencga oncoldgica pode-se suspeitar do envolvimento de linfonodos, detetando a
sua alteracéo através do exame fisico, da radiografia toracica, da ecografia abdominal e da
TC. No entanto, o seu envolvimento s6 é confirmado através de citologia ou histopatologia
(Dobson 2011).

A presenca de metastases a distancia € avaliada através do exame fisico e da
imagiologia (Biller et al. 2016). Assim, a radiografia € geralmente utilizada na pesquisa de
metastases pulmonares; ja a ecografia é Gtil na pesquisa de metastases abdominais, com a
vantagem de se poder obter, de forma ecoguiada, amostras de tecidos; a TC, gold standard
na pesquisa de metastases pulmonares, permite obter biépsias TC-guiadas; e a ressonancia
magnética, permite uma melhor avaliagdo dos tecidos moles e cérebro, em relagdo a TC
(North and Banks 2009).



4. Tratamento

A escolha do tratamento adequado depende do tipo de tumor presente, do grau
histologico, do estadiamento da doenca e do préprio animal (MacDonald 2009; Biller et al.
2016). O estabelecimento do diagnostico e a realizacdo do estadiamento sdo pontos
essenciais e indispensaveis ao desenvolvimento de um plano de tratamento apropriado para
o animal (McKnight 2003).

A cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia continuam a ser as principais
modalidades terapéuticas tumorais, e 0 seu papel continua a evoluir, mas a imunoterapia
também tem sido aplicada e tem ganho destaque nos ultimos anos (Smith 2014; Gyles
2015; Gorbet and Ranjan 2020). Enquanto a excisdo cirrgica € muitas vezes a primeira
escolha para diagnostico e tratamento, as abordagens multimodais séo frequentemente
importantes (Smith 2014). Uma abordagem multimodal tem como objetivo maximizar os
beneficios do tratamento e o potencial de cura, ao mesmo tempo que diminui os efeitos
adversos, resultando numa taxa de sucesso mais elevada e num maior controlo da doenga a
longo prazo (Mutsaers 2007; Liptak 2009a; Smith 2014).

4.1. Cirurgia

A cirurgia como tratamento da doenca oncolégica é um dos procedimentos
habitualmente realizado e que providencia a melhor oportunidade de cura de um tumor nos
animais de companhia (Liptak 2009b). Esta pode ser aplicada com o objetivo de curar ou de
tratar paliativamente, mas também pode ser usada na prevencédo da ocorréncia de tumores.
Sdo exemplos a realizacdo da ovariohisterectomia e da orquiectomia na prevencdo de
tumores de mama e de tumores de células de Sertoli em criptorquidicos, respetivamente
(Liptak 2009b; Boston and Henderson 2014).

Para além de poder ser aplicada a solo, a cirurgia pode ser combinada com outros
tipos de tratamento como a radioterapia, a quimioterapia e a imunoterapia (Liptak 2009b;
Boston and Henderson 2014).

Este procedimento € vantajoso face a tratamentos como a radioterapia e a
quimioterapia por ser menos imunossupressor e ndo ser carcinogénico, porém torna-se
desvantajoso dada a morbilidade associada (comprometimento funcional e questdes
estéticas) (Liptak 2009b).

4.2. Radioterapia
A radioterapia tem sido usada no tratamento de doentes oncolégicos ha muitos anos
(Nolan and Dobson 2018). E usada de forma paliativa, para reduzir a morbilidade associada

ao tumor, e assim, melhorar a qualidade de vida do animal, e no tratamento definitivo para



atingir a resposta completa e prolongada (Smith et al. 2019). Este tipo de tratamento pode
ser usado isoladamente ou em conjunto com a cirurgia (pré ou pés-cirurgicamente) e/ou
guimioterapia, mas requer sempre anestesia (McEntee 2006) e é muito dependente de
formas de diagnostico imagiol6gico avancadas (Kent et al. 2018).

Os efeitos secundarios associados a radioterapia ocorrem nos tecidos irradiados
localmente e dependem do protocolo usado e da area a ser tratada (McEntee 2006; Nolan
and Dobson 2018). O protocolo de tratamento definitivo envolve geralmente o uso de doses
mais baixas por fragdo com uma maior frequéncia, e estd mais associado a efeitos
secundarios agudos e menos efeitos secundarios tardios (McEntee 2006). Contrariamente, 0
protocolo de tratamento paliativo envolve maiores doses de radiacdo por fragdo, mas menos
frequentes, sendo menos associado a efeitos adversos agudos, mas aumenta o risco de
efeitos adversos tardios (McEntee 2006; Nolan and Dobson 2018). Os efeitos adversos
agudos ocorrem em tecidos de divisdo rapida sendo habitualmente bem controlados com
tratamento sintomatico (McEntee 2006; Smith et al. 2019). Por sua vez, os efeitos adversos
tardios sdo potencialmente sérios e irreversiveis e, normalmente, desenvolvem-se 1 a 2
anos apos a radioterapia em tecidos com baixa taxa de renovacdo celular (Smith et al.
2019). No entanto, a baixa taxa de sobrevida, principalmente no protocolo de tratamento

paliativo, ndo permite que estes tipo de efeitos adversos se desenvolva (McEntee 2006).

4.3. Imunoterapia

A imunoterapia é atualmente reconhecida como um dos pilares de tratamento de
pacientes oncoldgicos tal como cirurgia, radioterapia e quimioterapia (Bergman 2019). Esta
nova classe terapéutica, ao estimular os sistemas imunitarios inato e adaptativo a eliminar
as ceélulas tumorais, oferece uma abordagem mais direcionada e mais precisa no tratamento
de neoplasias (Bergman 2019; Gorbet and Ranjan 2020).

Alguns exemplos de imunoterapia incluem os modificadores de resposta bioldgica, as
citoquinas recombinantes e as vacinas para tumores (Bergman 2019).

Uma das desvantagens desta modalidade é o tempo de resposta lento, o que pode
variar de semanas a meses. Bergman (2019) afirma ainda que a imunoterapia parece
funcionar melhor na doenca residual minima, o que traz a vantagem de poder ser usada
como tratamento adjuvante a terapias locais, como a cirurgia e/ou radioterapia e que, no

futuro, podera também ser usada em conjunto com a quimioterapia.

4.4. Inibidores de Tirosina Quinase
Segundo Frezoulis and Harper (2022), o uso de inibidores de tirosina quinase nos
doentes oncoldgicos tem ganho uma importancia significativa na Gltima década. Em

medicina veterinaria estao licenciadas duas substancias ativas: o fosfato de toceranib e o



masitinib. Numa fase inicial, eram apenas utilizados em mastocitomas recorrentes ou nao
operaveis em canideos domésticos. Atualmente, o fosfato de toceranib é também utilizado
noutros tipos de tumores soélidos.

Os dois inibidores de tirosina quinase acima referidos apresentam algumas
vantagens como serem administrados por via oral e poderem ser aplicados em felinos
domésticos (Dubreuil et al. 2009; Daly et al. 2011; Londhe et al. 2019). A combinacéo de
fosfato de toceranib com a radioterapia, a quimioterapia de alta dose e a quimioterapia
metrondémica, ainda é alvo de estudos (Londhe et al. 2019). Em relacdo ao masitinib,
recentemente este demonstrou ser benéfico, em monoterapia ou quando combinado com
quimioterapia de alta dose, em tumores da mama na espécie canina (Ustun-Alkan et al.
2021).

Os efeitos adversos causados por este tipo de terapia sdo similares em canideos e
felinos domésticos, sendo os mais comuns o0s gastrointestinais, os hematolégicos e as

alteracdes de parametros bioquimicos (Biller et al. 2016).

4.5. Quimioterapia de alta dose

A quimioterapia de alta dose ou quimioterapia de dose maxima tolerada consiste na
administracdo de um composto quimioterapico na dose maxima recomendada, seguida de
um periodo de recuperacdo (Biller et al. 2016). Esta € comummente usada como
modalidade de tratamento em oncologia veterinaria, sendo o tratamento de eleicdo para
alguns tipos de tumores sistémicos e neoplasias metastaticas (Klopfleisch et al. 2016). Pode
ser utilizada como terapia isolada ou associada a cirurgia ou a radioterapia (MacDonald
2009; Klopfleisch et al. 2016). Os resultados desta terapéutica podem ser uma remissao
completa, diminuicdo do tamanho do tumor e prolongamento da vida do animal em tumores
metastaticos (MacDonald 2009).

MacDonald (2009) indica ainda a mielossupressao, as alteracdes gastrointestinais e
a alopecia como efeitos secundarios da quimioterapia. Destes, a neutropenia é normalmente
a citopenia mais grave e dose limitante associada aos quimioterapicos. Refere também que
a maioria dos farmacos é administrada por via endovenosa, havendo o risco de extravasao
e consequente necrose dos tecidos. Contudo, o maior fator limitante ao sucesso deste tipo
de terapéutica € a resisténcia a farmacos, tanto intrinseca como adquirida (Zandvliet and
Teske 2015).

4.6. Quimioterapia Metronémica
Segundo Gaspar et al. (2018), a quimioterapia metronomica, também conhecida
como quimioterapia de baixa dose, é caracterizada pela administracédo oral de um composto

guimioterapico em baixas doses num esquema de tratamento frequente ou continuo, sem



intervalos prolongados entre administracdes, o que difere da quimioterapia de alta dose

anteriormente referida.

E descrita como uma terapia com varios alvos, sendo os mecanismos de a¢do mais

relevantes (Figura 1) (Gaspar et al. 2018):

A inibicdo da angiogénese por acdo direta do farmaco citotoxico nas células
endoteliais e por acdo indireta através da modulacdo dos fatores
angiogénicos (regulacdo positiva dos fatores anti-angiogénicos — por
exemplo, trombospondina 1 — e negativa dos fatores proé-angiogénicos — por
exemplo, fatores de crescimento do endotélio vascular) e inibicdo da
vasculogénese, bloqueando a mobilizag&o e inibindo a viabilidade das células
progenitoras endoteliais, importantes para a formacéo de novos vasos;

A imunomodulacgéo, através da diminuicdo seletiva do numero e funcdo dos
linfécitos T reguladores (TregQ);

O efeito nas células tumorais e células-tronco tumorais ao causar a
erradicagéo e disrupcdo do nicho das células-tronco tumorais;

E a inducdo do estado de dorméncia tumoral, o que leva a um controlo

assintomético da doencga a longo prazo.
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Figura 1. Mecanismos de acdo da quimioterapia metronémica. CSC, célula-tronco tumoral; TC,
célula tumoral; CEP, célula progenitora endotelial circulante; EC, célula endotelial; MDSC, célula
supressora de origem mieloide; Treg, célula T reguladora; Tcyt, célula T citotoxica; Th, célula T
helper; NK, célula natural killer; NKT, célula T natural killer; DC, célula dendritica (adaptado de
Gaspar et al. 2018).

Em termos de indicacdes clinicas, a quimioterapia de baixa dose tem trés tipos de
indicagéo: tratamento de primeira linha, terapia de consolidacdo e terapia de manutencéo
(Gaspar et al. 2018), tendo um efeito benéfico em diferentes tipos de tumores (Elmslie et al.
2008; Tripp et al. 2011; Leach et al. 2012; Schrempp et al. 2013; Wendelburg et al. 2015;
Finotello et al. 2017; Polton et al. 2018). Esta indicada como tratamento de primeira linha
nos casos de animais diagnosticados com doenca avancada e/ou incuravel. E utilizada
como terapia de consolidagdo quando seguida de outras modalidades de tratamento e se
pretende prolongar o estado de remisséo atingido num paciente com alto risco de recidiva
ou com o objetivo de destruir células tumorais residuais ou micrometastases. Quando
aplicada como substituto temporario de protocolos de alta dose com o intuito de promover
uma melhor qualidade de vida, é indicada como terapia de manutencao (Gaspar et al. 2018).

Quando aplicada isoladamente em tumores macroscépicos, a taxa de resposta €
baixa, com 3-11% dos casos a atingir uma resposta parcial ou completa (Tripp et al. 2011;

Schrempp et al. 2013; Spugnini et al. 2014). Contudo, nestes mesmos estudos, a
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estabilizacdo ou uma progressao minima da doenca foi notada em 30-67% dos casos, 0 que

permite concluir que a quimioterapia de baixa dose é uma opcao para o tratamento paliativo.

4.6.1. Compostos Quimioterapicos
O composto quimioterapico mais usado neste tipo de modalidade terapéutica, em
medicina veterinaria (Gaspar et al. 2018) e em medicina humana (Wichmann et al. 2020), é
a ciclofosfamida. Porém, outros compostos como a lomustina (Tripp et al. 2011) e o
clorambucilo (Leach et al. 2012; Schrempp et al. 2013; Custead et al. 2017) também tém

sido descritos como farmacos utilizados em quimioterapia metronémica.

4.6.2. Vantagens e Desvantagens

Nos varios estudos realizados com ciclofosfamida, a dose do farmaco quimioterapico
variou entre 5 e 49 mg/m?, uma vez por dia ou em dias alternados (Lana et al. 2007;
Marchetti et al. 2012; Leo et al. 2014; Chan et al. 2016; Harper and Blackwood 2017). Tal
como em medicina humana (Wichmann et al. 2020), a dose e o tempo de tratamento ideais
em medicina veterinaria permanecem incertos, o que se torna uma desvantagem deste tipo
de modalidade (Petrucci et al. 2021).

De forma geral, a quimioterapia metronémica é bem tolerada e tem baixa toxicidade,
0 que reduz a necessidade de tratamento de suporte. Além disso, € mais conveniente para
0s detentores pois podem tratar 0s seus animais em casa, 0 que torna também uma terapia
menos stressante, principalmente em felinos domésticos (Leo et al. 2014; Gaspar et al.
2018; Petrucci et al. 2021). Adicionalmente, este tipo de tratamento tem um baixo custo,
diminui a possibilidade de inducdo de resisténcia adquirida aos farmacos e permite a
associacao com outras terapias dirigidas (Gaspar et al. 2018).

No entanto, segundo Harper and Blackwood (2017), a administracdo de
ciclofosfamida, neste tipo de tratamento, tem uma elevada incidéncia de efeitos adversos
em canideos domésticos (49%), apesar de ser geralmente de baixo grau e muitas vezes ter
um impacto minimo na qualidade de vida do animal, o que vai ao encontro dos estudos de
Elmslie et al. (2008) e Finotello et al. (2017).

O principal efeito adverso descrito, provocado pela ciclofosfamida nesta modalidade
de tratamento € a cistite hemorragica estéril, com uma incidéncia que varia de 0% a cerca
de 33% (Elmslie et al. 2008; Marchetti et al. 2012; S& 2016; Milevoj et al. 2022), cujo risco de
desenvolvimento aumenta com a duracdo do tratamento e com a dose (Matsuyama, Woods,
et al. 2017; Matsuyama, Poirier, et al. 2017). Alguns autores demonstraram que a
administracdo concomitante de furosemida reduz a incidéncia e o risco de desenvolvimento
de cistite hemorragica estéril, sugerindo que esta possa ter um efeito protetor (Chan et al.

2016; Setyo et al. 2017). Também tém sido descritos efeitos secundarios gastrointestinais
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com uma incidéncia que varia entre 0% e 44%, porém muitos estudos sao retrospetivos e a
ciclofosfamida é aplicada em terapia associada aos anti-inflamatérios ndo esteroides. Desta
forma, muitos dos efeitos gastrointestinais sdo atribuidos aos AINEs (Sa 2016; Finotello et
al. 2017; Harper and Blackwood 2017; Milevoj et al. 2022).

Na avaliacdo da toxicidade da ciclofosfamida em baixa dose nos felinos domésticos,
Leo et al. (2014) concluiram que, para além desta terapéutica ser bem tolerada e ter poucos
incidentes de toxicidade (29%), os efeitos adversos demonstrados foram de natureza leve a
moderada, referindo como principais os de origem renal e gastrointestinal. Apesar de terem
sido administrados AINEs concomitantes, os autores ndo excluiram a ciclofosfamida como

causa.

4.6.3. Associacdo com Outros Farmacos

Este tipo de tratamento € muitas vezes combinado com inibidores de cicloxigenases-
2 (COX-2) para aumentar a atividade antiangiogénica, dado que a sua elevada expressao
esta diretamente ligada a angiogénese e com mecanismos pré-angiogénicos (Mander and
Finnie 2018). Outros farmacos usados concomitantemente sdo os inibidores de tirosina
quinase (Mitchell et al. 2012; Fonseca-Al and Calazans 2015).

Rasmussen et al. (2017) concluiram que, em canideos domésticos portadores de
neoplasias, a ciclofosfamida em doses baixas pode ser administrada com seguranca
concomitantemente com doxorrubicina. O mesmo foi descrito por Wendelburg et al. (2015) e

Finotello et al. (2017) em canideos domésticos com hemangiossarcomas.

4.6.3.1. Anti-inflamatérios Nao Esteroides

Como referido anteriormente e também afirmado por Horikirizono et al. (2019), os
AINEs séo farmacos que podem usados em tumores malignos pelas suas propriedades
antiangiogénicas.

Este tipo de farmacos tem como mecanismo de agdo a inibicAo das enzimas
cicloxigenases (COX) - cicloxigenase-1 (COX-1) e cicloxigenase-2 (COX-2) — e,
consequentemente, a diminuicdo da producéo de prostaglandinas envolvidas em diversos
processos fisioldgicos (Doré 2011; McLean and Khan 2018).

As COX-1, enzimas constitutivas, estdo presentes naturalmente em varias células,
tecidos e 6rgaos como estdbmago, rim, endotélio e plaquetas e sdo responsaveis pela
producdo de prostaglandinas envolvidas em processos fisioldgicos e protetores, incluindo a
autorregulacao do fluxo sanguineo renal. Por sua vez, as COX-2, enzimas maioritariamente
indutivas, sdo primariamente responsaveis pela dor, inflamacéo e febre, mas também estéo

envolvidas na oncogénese. No entanto, as COX-2 também s80 expressas e necessarias
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para a funcdo normal dos tecidos gastrointestinal, neural, reprodutivo e renal (Lomas and
Grauer 2015; McLean and Khan 2018; Szweda et al. 2019; Lees et al. 2022). Além disso, é
provavel que ambas as cicloxigenases promovam protecao renal na presenca de hipotenséo
e hipovolémia (Lomas and Grauer 2015; Lees et al. 2022).

Em medicina veterinaria, tal como ocorre em medicina humana, o aumento da
expressdao de COX-2 nos tecidos tumorais sugere que estas estdo envolvidas na
oncogénese de algumas neoplasias nas espécies canina, felina e equina. Alguns exemplos
de tumores onde as enzimas cicloxigenase-2 se encontram aumentadas, na espécie felina e
canina, sdo o carcinoma mamario, o carcinoma de células de transi¢cdo e o carcinoma de
células escamosas. Nos canideos domésticos, este aumento ocorre também no carcinoma
prostatico (Doré 2011; Szweda et al. 2019).

A oncogénese € promovida pelo aumento da expressdo de COX-2 por estas enzimas
inibirem a apoptose, aumentarem a neoangiogénese, promoverem a metastizacdo e
suprimirem o sistema imunitario (Figura 2). Desta forma, o uso de AINEs, ndo-seletivos ou
seletivos, para além das propriedades antiangiogénicas, também é benéfico na profilaxia de
tumores, na inibicdo da progressdo tumoral por influéncia negativa nas células tumorais e
melhora os resultados do tratamento de pacientes com tumores (Mander and Finnie 2018;
Szweda et al. 2019).

[ Acido Araquidénico ]
COX-1 AINEs
l COX-2 Z Coxibs
PGG,/PGH,
PGE, Sitetase
(PGES)

T Angiogénese tumoral T Invas3o celular

T Proliferagao celular Imunossupressao

Figura 2. Vias de sintese de prostaglandina E2 e seu papel no desenvolvimento de tumores.
COX-1, cicloxigenase-1; COX-2,cicloxgenase-2; PGE2, prostaglandina E2; PGH2, prostaglandina
H2; PGE2 sintetase, prostaglandina E2 sintetase (adaptado de Doré 2011).

5. Hematologia
O leucograma é avaliado através da realizacdo de um hemograma e engloba os
leucécitos e sua contagem diferencial — neutrdéfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e
basdfilos (Tvedten 2012). Os leucécitos presentes no sangue periférico, sendo componentes

dos sistemas imunitarios inato e adaptativo e tendo um importante papel na resposta imune
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(DeClue and Spann 2017), permitem avaliar a presenca ou auséncia de imunossupressao
num animal (Day 2011a; Day 2011b). O numero de leucécitos circulantes é dinamico e
afetado por varios estimulos como infecdo, inflamacéo, doencas autoimunes, lesdo de
tecidos, distarbios mieloproliferativos, hormonas e farmacos (Tvedten 2012; DeClue and
Spann 2017).

Por serem as maiores e mais dindmicas populacdes de células leucocitarias, 0s
neutréfilos e os linfocitos, estes Ultimos menos frequentemente, sdo o0s principais
responsaveis pela leucocitose e pela leucopenia (Tvedten 2012; DeClue and Spann 2017).
O aumento ou diminuicdo da populagdo de mondcitos, eosindéfilos e basofilos sdo causas
incomuns de leucocitose ou leucopenia, respetivamente, por representarem uma pequena
percentagem de leucécitos (DeClue and Spann 2017).

Os neutréfilos podem ser considerados parte do sistema imunitario inato e serem
células-chave nos estadios iniciais da resposta inflamatéria (Day 2011b). Logo, a diminuigcédo
do numero de neutroéfilos em circulagédo resulta de uma mielossupressao e/ou de infecdes
graves, ao passo que as respostas neutrofilicas, com o aumento do nimero desta células,
séo observadas em casos de inflamacéo, infe¢cdo e neoplasia (Abrams-Ogg 2012; Tvedten
2012; DeClue and Spann 2017).

As células imunolégicas mais importantes sdo os linfocitos (Day 2011b). A sua
populagéo circulante vai estar diminuida em situacdes fisiolégicas (resposta ao stress em
gatos), em casos de resposta ao stress inflamatério, em infe¢des virais e como efeito
secundario de glucocorticoides. Este decréscimo de linfocitos vai contribui para a diminuigdo
do numero total de leucécitos, porém ndo se espera que seja a origem da leucopenia. A
linfocitose € encontrada em infegBes cronicas e em varias neoplasias linfoides e leucemias.
Apesar de ser raro, a linfocitose também pode estar presente em animais com
hipoadrenocorticismo (Tvedten 2012; DeClue and Spann 2017).

Os eosindfilos tém um papel importante na inflamacédo, ocorrendo um aumento da
sua quantidade em circulacdo em animais com rea¢cfGes de hipersensibilidade e doencas
parasitarias. Outras causas para eosinofiia sdo a sindrome hipereosinofilica, leucemia
eosinofilica e sindromes paraneoplasicos (Day 2011b; Mansfield 2012; DeClue and Spann
2017). A eosinopenia é dificil de detetar, porque uma contagem diferencial manual de
leucécitos de 100 células nem sempre inclui algum eosindfilo (Tvedten 2012).

Os mondcitos sdo formas sanguineas imaturas dos macréfagos tecidulares. A
monocitose pode ser encontrada em inflamacgdes cronicas e lesdes celulares e de tecidos,
mas em canideos domeésticos € muitas vezes causada pelo tratamento com glucocorticoides
(Tvedten 2012; DeClue and Spann 2017).

Por ultimo, os basdfilos sdo células sanguineas raras tanto em canideos como em

felinos domeésticos, por isso, quando mencionados em algum tipo de relatério hematoldgico
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indicam basofilia. A basofilia normalmente estd associada a eosinofilia, sendo a sua
interpretacdo baseada nesta Ultima. Quando sozinha, pode estar associada a lipemia ou
alteracBes do metabolismo lipidico. Para além destas razbes, o aumento do nimero de

basdfilos acima do valor de referéncia pode ser causado por neoplasias (Tvedten 2012).

6. Toxicidade Renal

A nefrotoxicidade pode ser uma consequéncia da ingestdo de determinadas
plantas/alimentos ou da ingestdo metais pesados através de alimentos contaminados ou ser
um efeito secundéario da administracdo de certos farmacos. Este tipo de patologia pode dar
origem a uma leséo renal aguda, que poderéa evoluir para doenca renal crénica ou provocar
uma agudizacao da doenca renal cronica (Reynolds and Lefebvre 2013; Ross 2022).

A forma ideal de avaliar a funcdo renal € a medicdo da taxa de filtracdo glomerular.
Esta pode ser medida com base na depuracdo plasmatica ou renal de um marcador de
filtracdo exdgeno, como a inulina e o iohexol. No entanto, este processo € clinicamente
desafiante (Sargent et al. 2021).

Deste modo, a funcdo renal é avaliada através do uso de marcadores substitutos,
como o SDMA (dimetilarginina simétrica) e a creatinina sérica. A relagédo entre o SDMA e a
creatinina sérica e a taxa de filtragdo glomerular € muito semelhante (Sargent et al. 2021).

O SDMA tem demonstrado ser um marcador precoce de doenca renal e ndo €
influenciado pela massa muscular. No entanto, alguns investigadores afirmam que este
parece ser influenciado por outras doencgas concomitantes (Yerramilli et al. 2016; Sargent et
al. 2021).

A creatinina sérica € um marcador indireto da taxa de filtracdo glomerular, estando
inversamente relacionada com a mesma. No entanto, tem algumas limitacdes, entre as
quais a baixa sensibilidade e ser influenciada por fatores ndo-renais (Finch 2014; Sargent et
al. 2021). Apesar das suas limitagGes, a creatinina continua a ser o padréo para a avaliagdo
da funcéo renal em medicina humana e veterinaria (Cobrin et al. 2013; Yerramilli et al.
2016). Além disso, estudos recentes realizados por Pelander et al. (2019) e Brans et al.
(2021), demonstraram que a creatinina sérica e 0 SDMA sé&o igualmente bons marcadores
para a detecdo da diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular tanto em canideos como em
felinos domésticos clinicamente estaveis.

Outro marcador da funcéo renal é a densidade urinaria (Sargent et al. 2021). Esta
reflete a capacidade de os tubulos renais concentrarem ou diluirem a urina de acordo com
as necessidades do organismo de modo a equilibrar a ingestdo e excrecdo de agua. Por
este motivo, a massa renal influéncia a capacidade méaxima de concentracdo da urina. No
entanto, a densidade urinaria também é influencia por fatores ndo renais como farmacos

(ex. diuréticos), dieta e a ingestéo de liquidos (Finch 2014). Este marcador, juntamento com
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a creatinina e o SDMA, permite o diagndstico de animais com doenca renal crénica em
estadio 2 a 4 (IRIS 2023a).

A proteindria renal demonstrada através da medicdo do racio creatinina:preoteina
urinaria é outro método de detecado de lesdo renal. A persisténcia de uma proteindria renal,
ou seja, de um racio creatinina:proteina urinaria aumentado, permite o diagnostico de
animais no estadio 1 e 2 de doenca renal crénica para além de ajudar no subestadiamento

dos variados estadios desta doenca. No entanto, € influenciada por inflamacdo ou
hemorragia do trato urinério (IRIS 2023a; IRIS 2023b).
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Imunossupressdo e Toxicidade Renal em Animais Submetidos a
Quimioterapia Metrondmica
1. Objetivos

A utilizag&o da quimioterapia metronémica, em medicina humana, tem demonstrado,
em varios estudos, ter como efeito adverso alteragBes leucocitérias. Além disso, ao
composto quimioterapico, como referido anteriormente, pode ser associado um anti-
inflamatério ndo esteroide que, em utilizacao prolongada, pode provocar alteracdes renais.

Assim, 0 objetivo deste estudo consiste na determinacdo da ocorréncia de

imunossupressao, demonstrada por alteracdes leucocitarias, e de toxicidade renal como
efeitos adversos, em animais das espécies canina e felina com doenga oncoldgica, durante
o protocolo de tratamento com quimioterapia metrondémica. Outro objetivo deste estudo é
perceber se existe relagdo entre a ocorréncia de linfopenia e o protoloco terapéutico

aplicado.

2. Materiais e Métodos

1.1. Animais

A recolha de informacdo para a realizacdo deste estudo retrospetivo consistiu na
analise do historial clinico dos pacientes, desde o diagnéstico até a data em que pararam o
tratamento ou até a ultima informagéo disponivel, do Hospital Escolar Veterinario e do
Centro Veterinario do Jamor, desde maio de 2017 a agosto de 2022, através do programa
GuruVet.

Os critérios de inclusdo para a realizacdo deste estudo foram animais, canideos e
felinos domésticos, de qualquer raga, sexo, idade e estado reprodutivo, diagnosticados com
doenca neoplasica, submetidos a tratamento quimioterapico com ciclofosfamida em baixa
dose ou com terapia combinada de ciclofosfamida em dose baixa e anti-inflamatério nao
esteroide (meloxicam, piroxicam ou robenacoxib) e que no inicio da terapia tivessem
andlises clinicas, hemogramas e/ou bioquimicas renais sem alterac6es. Quando
apresentaram resultados para ambas as analises clinicas, os animais foram incluidos nos 2
estudos: estudo da imunossupressao (grupo 1) e estudo da toxicidade renal (grupo 2).

No estudo de imunossupressao como efeito adverso foram excluidos animais que
nao regressaram apos instituicdo do plano de tratamento, que nao realizaram hemogramas
durante o tratamento oncologico, que foram submetidos a outros tratamentos
quimioterpicos, com inibidores de tirosina quinase ou glucocorticoides concomitantes ou
apresentassem outras comorbilidades causadoras de alteracdes no leucograma. Excluiram-

se também animais cujos tratamentos anteriormente mencionados tivessem terminado ha
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menos de 1 semana, no caso dos inibidores de tirosina quinase, e 1 més, no caso da
quimioterapia de alta dose.

Do estudo da toxicidade renal como efeito adverso foram excluidos os animais que
nao regressaram apos instituicdo do plano de tratamento, tinham doenca renal crénica ou
alteracdo dos parametros bioquimicos renais antes de iniciar o tratamento, ndo realizaram
analises bioquimicas com parametros renais durante a terapéutica ou foram submetidos a

outros tratamentos quimioterdpicos ou com inibidores de tirosina quinase concomitantes.

1.2. Protocolo de Tratamento

Neste tipo de tratamento, antes de se associar o anti-inflamatorio ndo esteroide ao
protocolo, sao realizadas andlises bioquimicas séricas renais de modo a perceber se existe
doenca renal prévia. Em caso afirmativo, o animal continua o tratamento apenas com
ciclofosfamida. Caso nédo esteja presente doenga renal cronica, o protocolo passa a incluir
um anti-inflamatorio n&o esteroide.

A ciclofosfamida foi prescrita na dose 10-15 mg/m?, uma vez por dia, por via oral e de
forma continua. Quando o anti-inflamatério ndo esteroide fez parte do protocolo de
gquimioterapia metrondmica, o mesmo foi prescrito, de forma continua, e nas dose: 0,05
mg/kg de meloxicam, 0,3 mg/kg de piroxicam, ou 1-2 mg/kg de robenacoxib. Todos os anti-
inflamatérios nao esteroides foram administrados uma vez por dia e por via oral.

Ao longo da terapéutica foram realizados hemogramas e andlises bioquimicas
séricas renais ao fim do 1° més e depois de 3 em 3 meses. AlteragBes leucocitarias
detetadas nos hemogramas nao implicam paragem de tratamento, ao passo que aumento
dos valores de bioguimicas renais acima do intervalo de referéncia leva a paragem do anti-

inflamatoério ndo esteroide em curso.

1.3. Parametros a Avaliar

A imunossupressdo foi avaliada através do numero total de leucécitos e de
neutrofilos e linfécitos presente nos hemogramas de controlo realizados ao longo do periodo
de tratamento. A sua alteracgéo foi classificada em leucopenias, neutropenias e linfopenias.

O valor de creatinina, classificado em dentro do intervalo de referéncia ou acima o
intervalo de referéncia, permitiu identificar a auséncia ou presenca de toxicidade renal,
respetivamente.

Os valores de referéncia a partir dos quais foram identificadas a imunossupressao e

a toxicidade renal encontram-se descritos na tabela 2.

19



Tabela 2. Valores de referéncia do Hospital Escolar Veterinério

Leucograma
Parametro Céo Gato
Leucécitos (leucopenia) < 6 x 10%uL < 5.5 x 10%/uL
Neutroéfilos (neutropenia) < 3000 /uL < 2500 /pL
Linfocitos (linfopenia) <1000 /uL < 1500 /pL
Bioguimicas Sanguineas
Parametro Céo Gato
Creatinina > 1.640 mg/ dl > 2.040 mg/dI

1.4. Analise Estatistica

A andlise estatistica aplicada neste estudo consistiu em estatistica descritiva, através
do célculo de frequéncias absolutas e relativas, tendo sido utilizado para o efeito o programa
Microsoft Office 365 Excel.

Para avaliar a relagdo entre ocorréncia de linfopenia, ao longo do protocolo
terapéutico, e a inclusdo de anti-inflamatério ndo esteroide no protocolo terapéutico foi
realizado o teste estatistico Exato de Fisher, sendo considerado significativo os valores de
p<0,05. Neste teste sdo avaliadas duas hipéteses: hipédtese nula (Ho), onde ndo héa
associacao entre a ocorréncia de linfopenia e a inclusdo de anti-inflamatorio ndo esteroide
no protocolo terapéutico, que é aceite quando p<0,05 e rejeitada quando p>0,05; e hip6tese
alternativa (Hn), onde h& associacdo entre a ocorréncia de linfopenia e a inclusdo de anti-

inflamatdrio ndo esteroide no protocolo terapéutico.

3. Resultados
3.1. Caracterizacdo da Amostra
3.1.1. Imunossupressao

A amostra incluiu 16 animais, 12 canideos (75%) e 4 felinos (25%) domésticos. Dos
12 canideos domésticos, 7 eram do sexo feminino (58,33%) e 5 do sexo masculino
(41,67%). Relativamente a espécie felina, os 4 animais eram do sexo feminino (100%).

No que se refere as racgas, a mais representativa na espécie canina foi a sem raca
definida [4/12 (33,33%)] e o Labrador retriever [2/12 (16,67%)]. Os restantes animais foram
divididos equitativamente por cada uma das seguintes racas: Boerboel, Bulldog francés,
Golden retriever, Perdigueiro portugués e Serra de Aires (8,33%). Da espécie canina foi
ainda incluido um animal com caracteristicas fenotipicas correspondentes a Pitbull. Na

espécie felina, todos os animais pertenciam a raca domeéstico de pélo curto (100%).
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A média de idade da amostra foi de 11,8 anos, sendo a idade minima de 5 anos e a
méaxima de 17 anos.

Em relacdo aos tumores diagnosticados, os sarcomas (8/16) e carcinomas (8/16)
mais representados foram os sarcomas de tecidos moles (62,5%) e 0 carcinoma mamario

(75%), respetivamente (Grafico 1).

Gréfico 1. Frequéncia absoluta da distribuicéo do tipo de tumores por
espécie no grupo de estudo de imunossupresséo
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De todos os animais que integraram a amostra em estudo, constatou-se que 8 (50%)
foram submetidos a cirurgia, 3 (18,75%) a cirurgia e quimioterapia de alta dose e 1 (6,25%)
a tratamento com fosfato de toceranib anteriormente ao tratamento com quimioterapia
metrondmica.

Quanto ao protocolo aplicado, a ciclofosfamida em monoterapia foi utilizada em 31%

(5/16) dos casos e em terapia combinada em 69% (11/16) dos casos (Gréfico 2).
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Gréfico 2. Frequéncia dos diferentes protocolos de quimioterapia aplicados
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3.1.2. Toxicidade Renal

A amostra incluiu na totalidade 21 animais, 17 canideos (80,95%) e 4 felinos
domeésticos (19,05%). Na espécie canina foram incluidos 7 machos (41,2%) e 10 fémeas
(58,8%) e na espécie felina 1 macho (25%) e 3 fémeas (75%).

Em relacd@o as ragas, dos 17 animais da espécie canina, 9 eram sem raca definida
(52,94%), 2 Labrador retriever (11,76%) e 1 Bulldog francés, Golden retriever, Perdigueiro
portugués, Rafeiro alentejano e Serra de Aires (5,88%). Da espécie canina foi ainda incluido
um animal com caracteristicas fenotipicas correspondentes a Pitbull. Todos os animais da
espécie felina pertenciam a raga domeéstico de pélo curto (100%).

A idade dos animais variou entre 5 e 17 anos e a idade média foi de 10,94 anos.

No que se refere as neoplasias diagnosticadas incluiram-se 10 carcinomas (47,62%),
9 sarcomas (42,86%) e 2 animais sem diagnoéstico especifico (9,52%). Dentro dos
carcinomas e sarcomas, 70% (7/10) eram carcinomas mamarios e 44,44% (4/9) sarcomas

de tecidos moles (Gréfico 3).
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Grafico 3. Frequéncia absoluta da distribuicao tipo de tumores por espécie no grupo de
estudo de toxicidade renal
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Quanto a tratamentos anteriores, incluiram-se 11 animais que tinham sido
submetidos a cirurgia (52,38%), 4 a cirurgia e quimioterapia de alta dose (19,05%) e 1 a
tratamento com fosfato de toceranib (4,76%).

O protocolo aplicado foi a ciclofosfamida em associagdo com um anti-inflamatério
ndo esteroide. Em 14 animais (67%), 4 da espécie felina e 10 da espécie canina, 0 anti-
inflamatorio ndo esteroide administrado foi 0 meloxicam, em 4 (19%) o robenacoxib e em 3
(14%) o piroxicam (Gréafico 4). Tanto o robenacoxib como o piroxicam foram apenas

administrados a canideos domésticos.
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Gréfico 4. Frequéncias relativas da distribuicdo dos animais por diferentes
anti-inflamatérios néo esteroides no estudo de toxicidade renal
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3.2. Distribuicdo de Frequéncias de Imunossupressao e Toxicidade
Renal
3.2.1. Imunossupressao

Do total de 16 animais incluidos, apenas 2 animais (2 felinos domésticos), ou seja
12,5% da amostra, apresentaram leucopenia durante protocolo de tratamento com
guimioterapia metrondmica. Nenhum animal apresentou diminuicAo do numero de
neutréfilos. No que se refere ao ndmero de linfocitos, 9/16 (56,25%) dos animais
apresentaram linfopenia, 5 canideos (55,6%) e 4 felinos domésticos (44,4%) (Anexo 1).

Em termos de numero de ocorréncias, foram observadas na totalidade 20
ocorréncias, 3 leucopenias (15%) e 17 linfopenias (85%). As 3 leucopenias foram
observadas em 2 felinos domésticos. Em relacéo as linfopenias, 9 ocorram na espécie felina
e 8 na espécie canina.

O resumo dos resultados obtidos neste grupo de estudo encontra-se representado

na tabela 3.

Tabela 3. Frequéncias absoluta e relativa das citopenias

o . . . Canideos Felinos
Ci . Frequéncia Frequéncia relativa o L
itopenia absoluta (n=20) (n=20) domésticos | domeésticos
(n=12) (n=4)
Leucopenia 3 15% 0 2
Neutropenia 0 0% 0 0
Linfopenia 17 85% 5 4
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3.2.2. Toxicidade Renal
Dos 21 animais incluidos, ocorreu um aumento da creatinina em 2 (9,5%) animais, 1
felino (25%) e 1 canideo domésticos (5,88%) (Anexo 2).
Em relacdo ao protocolo aplicado, uma das alteracdes ocorreu no grupo com o anti-
inflamatdrio ndo esteroide meloxicam [1/14 (7,14%)] e a outra no grupo com o piroxicam [1/3
(33,3%)].

Os resultados sobre toxicidade renal encontram-se resumidos na tabela 4.

Tabela 4. Frequéncias absoluta e relativa de toxicidade renal

F;%i%?gtza Frequéncia | Canideo Felino
Canideo Eelino de relativa de | doméstico | doméstico
, L . aumento com com
Farmaco domeéstico | doméstico | aumento
(n=17) (n=4) da de aumento aumento
B B creatinina creatinina de de
(n=2) (n=2) creatinina | creatinina
Meloxicam 10 4 1 7,14% 0 1
Piroxicam 3 0 1 33,3% 1 0
Robenacoxib 4 0 0 0% 0 0

3.3. Associacdo entre Ocorréncia de Linfopenia e o Protocolo
Terapéutico Realizado

Na tabela 5 apresenta-se o valor de significaAncia obtido pelo teste Exato de Fisher,
na analise estatistica da associacdo entre a ocorréncia de linfopenia e protocolo terapéutico
aplicado, ciclofosfamida em monoterapia ou em terapia combinada de ciclofosfamida com
anti-inflamatério ndo esteroide.

Em nenhum dos trés tempos de tratamento avaliados — 1 més, 4 meses e 7 meses —,
o valor de p foi estatisticamente significativo. Deste modo, aceita-se a hip6tese nula, nao
havendo associacdo entre a ocorréncia de linfopenia e o tipo de protocolo terapéutico
instaurado.

Tabela 5. Significancia estatistica da associagao entre a ocorréncia de linfopenia e o protocolo
terapéutico

Linfopenia
Tratamento 1 més p 4 meses p 7 meses p
Ciclofosfamida 2 (100%) 5 (100%) 4 (100%)
Ciclofosfamida + 0,11 0,07 0,33
Anti-inflamatorio 2 (22,2%) 3 (37,5%) 1 (50%)
nao esteroide
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4. Discusséo

Recentemente, a quimioterapia metronémica tem ganho um interesse consideravel,
tanto em medicina veterinaria (Gaspar et al. 2018) como em medicina humana (Wichmann
et al. 2020).

Como ja referido, a dose e o tempo de tratamento ideais, tanto em medicina humana
como em medicina veterinaria, sdo incertos. Em 2011, Burton et al. concluiram que a
ciclofosfamida em doses diarias de 15 mg/m? tem efeitos imunomoduladores e anti-
angiogénicos, ao passo que na dose de 12,5 mg/m? apresenta apenas efeitos
imunomoduladores. Contudo, a maioria dos estudos com ciclofosfamida como composto
anti-neoplasico de quimioterapia metronémica utiliza uma dose média de 10-15 mg/m?, uma
vez por dia (Mitchell et al. 2012; Bracha et al. 2014; Leo et al. 2014; Harper and Blackwood
2017; Setyo et al. 2017; Matsuyama et al. 2018; Treggiari et al. 2020; Petrucci et al. 2021).
Assim, o intervalo de dose de ciclofosfamida utilizado neste estudo é igual ao intervalo
utilizado na maioria de outros estudos.

As suas caracteristicas, levaram a que a quimioterapia metrondémica se tenha
tornado uma opcao de tratamento popular, principalmente pela sua baixa toxicidade e
facilidade de administracdo (Gaspar et al. 2018). Porém, poucos séo os estudos publicados
em medicina veterindria cujo objetivo principal seja a avaliacdo da toxicidade da
quimioterapia em pequenos animais, sendo esta avaliagéo realizada de forma secundaria.

No estudo de Elmslie et al. (2008), 30 canideos domésticos diagnosticados com
sarcoma de tecidos moles removidos cirurgicamente de forma incompleta, foram submetidos
a um tratamento a longo prazo com administracdo diaria de piroxicam e ciclofosfamida, na
dose 10 mg/m?. Nenhum destes 30 animais apresentou alteragdes no leucograma.
Igualmente com animais diagnosticados com sarcoma de tecidos moles em cées, Burton et
al. (2011) investigaram a administracéo diaria de ciclofosfamida durante 28 dias, nas doses
12,5 mg/m? e 15 mg/m?, em 11 animais, ndo relatando qualquer tipo de efeito adverso. Em
2012, Marchetti et al. também ndo encontraram qualquer efeito adverso na utilizacdo de
quimioterapia metronémica com ciclofosfamida (15 mg/m?/dia) e celecoxib em 15 animais da
espécie canina.

Tanto no estudo de Spugnini et al. (2014) — com o propoésito de perceber se a
alcalinizacdo melhora a resposta ao tratamento com quimioterapia metronémica, composta
por ciclofosfamida (12,5 mg/m?/dia) e piroxicam, em canideos domésticos com variados
tumores — como na pesquisa de London et al. (2015) — com o objetivo de perceber o
impacto da administracdo concomitantemente de fosfato de toceranib, ciclofosfamida em
doses baixas (10 mg/m? em dias alternados) e piroxicam em animais da espécie canina com

osteossarcoma apendicular pos cirurgia, como terapia de manutencdo —, nenhum dos

26



grupos controlo, tratados com ciclofosfamida e piroxicam, apresentou qualquer tipo de
alteracdo no leucograma.

Em 2017, Matsuyama, Poirier, et al. investigaram a utilizacdo de quimioterapia
metronémica com piroxicam e ciclofosfamida em diferentes doses — 10 mg/m? uma vez por
dia, 15 mg/m? uma vez por dia e 25 mg/m? em dias alternados — apds cirurgia e
quimioterapia de alta dose em canideos domésticos com hemangiossarcoma. Neste estudo,
também ndo foram observadas alteracdes no leucograma dos 18 animais submetidos a
quimioterapia metronémica. Ainda no mesmo ano, Matsuyama, Woods, et al. (2017)
realizaram outro estudo com o objetivo de avaliar a toxicidade da aplicagdo de
ciclofosfamida, na dose 25 mg/m? em dias alternados, em quimioterapia metronémica.
Similarmente ao estudo anterior, os autores ndo encontraram qualquer tipo de efeito
adverso nos leucécitos nos 50 animais incluidos.

Harper and Blackwood (2017), com 0 mesmo objetivo que Matsuyama, Woods, et al.
(2017), mas com a administracdo de ciclofosfamida diaria ou em dias alternados, numa dose
mais baixa (10 mg/m?) e em terapia combinada com anti-inflamatérios néo esteroides, néo
detetaram mielotoxicidade em nenhum dos 65 animais da espécie canina incluidos no
estudo.

No estudo de Treggiari et al. (2020), foi comparada a utilizagdo de quimioterapia de
alta dose com antraciclinas e a aplicacdo de quimioterapia metronomica em canideos
domésticos com hemangiossarcoma apds cirurgia. No grupo em que foi utilizada a
guimioterapia metronémica, cuja dose variou entre 10-15 mg/m?, uma vez por dia ou em
dias alternados, apenas 1 dos 20 animais que estavam a fazer ciclofosfamida apresentou
uma alteracdo leucocitaria. Esta alteracdo leucocitaria foi uma neutropenia, no entanto, o
animal esteve anteriormente no grupo de guimioterapia de alta dose, onde recebeu um
tratamento com epirrubicina, mas por toxicidade passou para 0 grupo de quimioterapia
metronomica, tendo este evento sido atribuido a epirrubicina.

No passado més de marco, Milevoj et al. (2022), com a finalidade de avaliar a
eficacia da quimioterapia metronémica no tratamento paliativo de animais da espécie canina
com tumores orais variados, administraram ciclofosfamida, na dose 15-25 mg/m?/dia,
combinada ou ndao com anti-inflamatério ndo esteroide a 12 animais. Tal como em estudos
anteriormente referidos, nenhum destes animais apresentou qualquer tipo de alteracéo
hematolégica.

Em relacdo a investigacdo da toxicidade deste tipo de terapéutica em felinos
domésticos, poucos sdo os estudos publicados. No estudo de Leo et al. (2014), foram
utilizados varios protocolos de ciclofosfamida em baixa dose em felinos domésticos com
neoplasias malignas varias. Os protocolos consistiram na administracdo de ciclofosfamida

na dose média de 14 mg/m?, com frequéncias variadas — uma vez por dia, em dias
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alternados, duas vezes por semana ou uma vez por semana — em monoterapia ou em
terapia combinada. Estes autores concluiram que ndo havia qualquer tipo de alteracdo nos
leucocitos em nenhum dos 22 animais.

Em 2021, Petrucci et al., com o objetivo de avaliar a eficacia e os efeitos adversos da
guimioterapia com ciclofosfamida em baixas doses juntamente com meloxicam, como
tratamento adjuvante, em comparacao com quimioterapia de altas doses ou cirurgia isolada,
em gatas com carcinoma mamario, formou um grupo controlo de animais aos quais foi
apenas administrada diariamente ciclofosfamida na dose 15 mg/m2. Dos vinte e trés animais
que constituiam este grupo controlo, apenas trés apresentaram mielotoxicidade de grau 1
como efeito adverso.

Na maioria dos estudos em medicina veterinaria descritos anteriormente, as
alteracdes leucocitarias ndo ocorrem como efeitos adversos. Pelo contrario, neste estudo
agora realizado, cuja dose de ciclofosfamida variou entre 10-15 mg/m?, uma vez por dia, os
resultados demonstram alteragBes leucocitérias na administracdo de ciclofosfamida em
quimioterapia metrondmica. Apesar de nenhum dos 16 animais presentes neste grupo do
estudo ter apresentado neutropenias, 2 apresentaram leucopenias e 9 apresentaram
linfopenias. Este tipo de resultados vai ao encontro de varios estudos realizados em
medicina humana, onde alteragbes no leucograma compostas por leucopenias,
neutropenias e/ou linfopenias foram efeitos adversos. Alguns exemplos sdo os estudos de
Gebbia et al. (2012), Kummar et al. (2015), Kummar et al. (2016), Perroud et al. (2016),
Wong et al. (2017) e Gupta et al. (2019).

A investigacdo de Gebbia et al. (2012) pretendeu estudar a eficacia e seguranca da
ciclofosfamida oral, com ou sem metotrexato, em mulheres com carcinoma mamario
metastatico apds tratamento com quimioterapia de alta dose. Do grupo de 22 mulheres a
qgue foi administrada apenas ciclofosfamida, 6 mulheres apresentaram leucopenias como
efeito adverso, quatro de grau 1, uma de grau 2 e outra de grau 3. Kummar et al. (2015)
obtiveram resultados semelhantes ao estudo anterior, uma vez que as leucopenias e
linfopenias de grau 2 e 3 observadas foram os efeitos secundarios mais comuns a
administracdo de ciclofosfamida em monoterapia no tratamento de tumores do ovario e
trompa de Falépio. Um ano depois, Kummar et al. (2016), analisaram o mesmo tipo de
terapia, mas em mulheres com neoplasias mamérias, e 2 das 18 mulheres incluidas
apresentaram apenas linfopenias de grau 3, sem leucopenia ou neutropenia associada.
Segundo o estudo de Perroud et al. (2016), os efeitos adversos hematolégicos associados a
quimioterapia metronémica, constituida por ciclofosfamida e celecoxib, em 20 pacientes com
tumores de mama metastaticos foram moderados, tendo incluido 4 leucopenias, duas de
grau 1 e duas de grau 2, e 3 neutropenias, uma de grau 1 e duas de grau 2. Os mesmos

autores concluiram ainda que este tipo de efeitos adversos é reversivel com reducdo da
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dose de ciclofosfamida. Em 2017, Wong et al. (2017), utilizando ciclofosfamida em baixa
dose como terapia de manutencdo ou de resgate em tumores de ovarios, peritoneais
primario e de trompa de Falépio, obteve como maior efeito secundario a mielossupressao.
Por dltimo, Gupta et al. (2019), compararam dois tratamentos de quimioterapia
metronémica, ciclofosfamida em monoterapia e combinada com anti-inflamatério néo
esteroide. Ambos os grupos, constituidos por 26 pessoas, sofreram leucopenias de grau 2 e
3 e linfopenias de grau 2, como efeitos adversos. O grupo ao qual foi administrado apenas
ciclofosfamida sofreu ainda leucopenias de grau 3.

Para o diagnostico precoce de doencga renal cronica, a monitorizagdo a longo prazo
da concentragdo sérica de creatinina tem sido sugerida como ferramenta por permitir
desenvolver uma linha de base individual (Finch et al. 2018) e detetar incrementos da sua
concentracdo mesmo dentro do intervalo de referéncia (IRIS 2023a). Pelo presente estudo
ser retrospetivo, ndo foi possivel criar linhas de base individuais para cana animal, assim a
alteracao da funcéo renal, associada a administracdo de anti-inflamatorios néo esteroides a
longo prazo, foi detetada pela alteracdo do valor de creatinina acima do intervalo de
referéncia.

A alteracdo da funcg@o renal associada a administragdo de anti-inflamatérios néo
esteroides esta relacionada com a diminuicAo da producdo de prostaglandinas
vasodilatadoras que regulam o fluxo sanguineo renal e a filtracdo glomerular (McLean and
Khan 2018; Lees et al. 2022) e, em casos graves, pode mesmo levar a insuficiéncia renal
aguda (Lomas and Grauer 2015). Lomas and Grauer (2015) afirmam ainda que, para além
da administragcdo prolongada no tempo, a administracdo em doses elevadas esta associada
a efeitos secundarios.

Alguns dos anti-inflamatérios nao esteroides aprovados para uso crénico na espécie
canina sao o carprofeno, firocoxib, meloxicam, robenacoxib e cimicoxib (Kukanich et al.
2012; McLean and Khan 2018). Segundo Sparkes et al. (2010), os farmacos deste grupo
licenciados para uso prolongado em felinos domésticos eram o meloxicam e o robenacoxib,
no entanto, este Ultimo s6 podia ser utilizado durante o periodo maximo de 6 dias. Mais
recentemente, Lees et al. (2022) descreveram que estes dois anti-inflamatérios néo
esteroides podem ser usados de forma continuada na espécie felina, mas com a
particularidade de o robenacoxib também estar registado para utilizacdes acima de 7 dias.

Gunew et al.(2008) descreveram que a administracdo de meloxicam na espécie
felina, por um longo periodo de tempo e em baixa dose — 0,01-0,03 mg/kg —, é segura. O
mesmo ocorreu na investigacdo de Charlton et al. (2013), onde foi administrado meloxicam
a 22 animais da espécie felina numa dose semelhante ao estudo anterior. Por sua vez, as
normas de orientagdo/guidelines de Sparkes et al. (2010) para o uso prolongado de anti-

inflamatérios ndo esteroides em felinos domésticos, indicam uma dose de meloxicam um
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pouco mais alta, 0,1 mg/kg no primeiro dia e depois 0,05 mg/kg como dose de manutencgéo.
Quando utilizado em protocolos de quimioterapia metrondmica, a dose a que o meloxicam é
administrado varia entre 0,05 mg/kg e 0,2 mg/kg (Treggiari et al. 2020; Petrucci et al. 2021;
Milevoj et al. 2022).

Em relacdo ao piroxicam, na maioria dos estudos onde foi utilizado como parte o
protocolo de quimioterapia metronédmica em animais da espécie canina, este foi
administrado na dose 0,3 mg/kg (Elmslie et al. 2008; Spugnini et al. 2014; London et al.
2015; Treggiari et al. 2020; Milevoj et al. 2022).

Em 2011, King et al. analisaram a seguranca da administracdo de robenacoxib em
diferentes doses e tempos de tratamento em canideos domésticos, tendo concluido que a
administracao diéria de robenacoxib é bem tolerada no intervalo de doses de 10 a 40 mg/kg,
até 1 més de tratamento, e nas doses de 2 a 10 mg/kg, uma vez por dia, até 6 meses, sem
qualquer tipo de toxicidade associada.

Deste modo, os anti-inflamatérios ndo esteroides utilizados neste estudo -
meloxicam, piroxicam e robenacoxib — sdo os aprovados para uso crénico ou mais
frequentemente aplicados nos estudos de quimioterapia metronémica, tal como as doses a
gue foram administrados.

Vérios sé@o os estudos que avaliam a toxicidade renal associada & administragédo de
anti-inflamatdérios ndo esteroides, como o estudo de Luna et al. (2007), onde foram
administrados varios farmacos deste grupo, entre 0s quais estava 0 meloxicam, durante 90
dias, em 36 canideos domésticos. Todos 0s animais mantiveram 0s seus valores de
creatinina sérica dentro do intervalo de referéncia. Estes resultados levaram os autores a
concluir que este grupo de anti-inflamatérios ndo esteroides ndo provocou qualquer
evidéncia de lesdo renal, avaliada por uriandlise e analises bioquimicas séricas, apoés
administracdo prolongada.

No estudo de Gunew et al. (2008) ja anteriormente referido, também ndo ocorreram
diferencas estatisticamente significativas entre 0s valores de creatinina do grupo de
tratamento com meloxicam e de controlo, no tratamento de dor osteoartritica em felinos
domeésticos. Apenas 1 dos 11 animais pertencentes ao grupo de tratamento desenvolveu
insuficiéncia renal crénica. Charlton et al. (2013), apesar de terem observado um aumento
da creatinina em 50% dos animais aos quais estava a ser administrado meloxicam,
verificaram que apenas 1 dos 12 animais apresentou valores fora do intervalo de referéncia.
Além disso, os valores iniciais e finais de creatinina sérica ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas.

Em relagc&o aos estudos realizados com utilizagcdo do robenacoxib, em particular no
estudo de King et al. (2011) anteriormente mencionado, realizado com 30 animais da

espécie canina, ndo se verificou a ocorréncia de qualquer tipo de toxicidade renal. Foram
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ainda realizados dois estudos com administracdo diaria de robenacoxib na espécie felina,
um em animais com osteoartrite durante 1 més (King et al. 2016) e o outro em animais com
doenca musculosquelética crénica no periodo de 4 a 12 semanas (King et al. 2021). No
primeiro, ndo foram detetadas quaisquer evidéncias de lesdo renal. Por sua vez, no segundo
estudo foi descrito, como efeito adverso, insuficiéncia renal em 3 animais, 2 no grupo de
tratamento e 1 no grupo de controlo. Dado o numero de animais incluido, 222 no grupo
tratamento e 227 no grupo de controlo, a frequéncia de insuficiéncia renal neste estudo é
baixa e similar entre grupos.

No que diz respeito aos estudos dos efeitos adversos dos anti-inflamatorios nédo
esteroides na area da quimioterapia metronémica, na maioria deles a avaliagdo dos efeitos
adversos é um objetivo secundario como referido anteriormente. Uma excecdo € a
investigacdo de Matsuyama, Woods, et al. (2017), cujo objetivo foi avaliar a toxicidade da
quimioterapia metrondmica em dias alternados em canideos domésticos. Durante o periodo
de tratamento, uma das altera¢des bioquimicas mais frequentes foi a creatinina elevada.
Este aumento aconteceu em 7 animais (21%), 6 com meloxicam e 1 com deracoxib.

Desta vez em felinos domésticos, mas com uma frequéncia semelhante, 3 dos 15
animais (20%) apresentaram toxicidade renal ao fim de 2 meses de tratamento. No entanto,
ao fim do 1° més apenas foi descrita toxicidade renal em 1 dos 24 animais (4%) (Leo et al.
2014). No mesmo ano, Spugnini et al. (2014) ndo descreveram qualquer efeito adverso
associado a administracdo de piroxicam com ciclofosfamida em baixas doses, em pequenos
animais. Da mesma forma, nos resultados dos estudos de Elmslie et al. (2008) e de London
et al. (2015) ndo foram encontradas alteracdes renais em animais da espécie canina com o
mesmo esquema de tratamento.

Por fim, no estudo de Petrucci et al. (2021), 2 dos 23 animais a realizar
ciclofosfamida em dose baixa combinada com meloxicam apresentaram toxicidade renal.

De forma geral, a frequéncia do efeito adverso toxicidade renal ocorrida no presente
estudo é semelhante a frequéncia encontrada nos estudos cujo objetivo foi avaliar a
toxicidade renal associada a administracao de anti-inflamatérios ndo esteroides. J4 no que
se refere a frequéncia encontrada neste estudo em relacdo a outros estudos concretizados
na area da oncologia, esta encontra-se dentro do intervalo 0% a 21% que tem sido relatado.

Analisando agora cada farmaco, o piroxicam € o anti-inflamatério ndo esteroide com
maior frequéncia de alteracdo do valor de creatinina, seguido do meloxicam e por fim o
robenacoxib, o que ndo esta de acordo com Hunt et al. (2015), que afirmaram que a
frequéncia de efeitos adversos relatados € similar entre moléculas. No caso do robenacoxib,
apesar de nédo ter sido avaliado em nenhum estudo de quimioterapia metronémica, 0s
resultados obtidos estdo de acordo com os estudos de King et al. (2011), King et al. (2016) e

King et al. (2021), onde foi avaliada a seguranca deste farmaco. Em relagdo aos outros dois
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anti-inflamatdrios ndo esteroides, a frequéncia de aumento de creatinina no tratamento com
meloxicam é muito inferior & do estudo de Matsuyama, Woods, et al. (2017). Pelo contrério,
a frequéncia de aumento de creatinina no tratamento com piroxicam é muito superior a
descrita nos varios estudos acima citados.

Relativamente a associacdo entre a ocorréncia de linfopenia e o protocolo
terapéutico aplicado, em todos os 3 tempos estudados, o valor de p foi sempre superior a
0,05, demonstrando ndo haver relagdo entre as duas situacbes. Todavia, € possivel
observar que todos os animais que realizaram ciclofosfamida em monoterapia, como
protocolo de quimioterapia metronémica, sempre que avaliados apresentaram linfopenia.

O protocolo de ciclofosfamida em doses baixas em monoterapia foi utilizado nos
animais cujos valores dos parametros bioquimicos renais apresentassem alteracdes ou ja
tivessem diagnostico de doenca renal cronica. Assim, colocou-se a hipotese desta
leucopenia poder estar ligada ou ser exacerbada pela presenca desta comorbilidade.

No estudo de Yoon et al. (2006), em medicina humana, os autores descrevem uma
diminuicdo do numero de linfocitos em pessoas com doenca renal em estadio final em
comparagdo com o grupo controlo, pessoas sem doenga renal. Na revisdo da literatura de
Vaziri et al. (2012) sobre os efeitos da uremia na estrutura e fungdo do sistema imunitério, a
doenca renal no estadio final é associada a uma depressédo do sistema imunitario. Esta
depressao € levada a cabo por varios mecanismos, entre os quais a diminuicdo do numero
de células B e o aumento da renovacao e apoptose das células T. O aumento da apoptose
das células T foi também demonstrado em pessoas com doenca renal crénica que nao
estavam no estadio final da doenga. Mais recentemente, Freitas et al. (2019) publicaram um
artigo com 2 objetivos, um dos quais perceber a relacdo entre a doenca renal cronica em
estadio final e a diminuicdo do nimero de linfocitos em circulagdo. Neste estudo, os autores
concluiram que a doenca renal crénica em estadio final estd associada a uma reducédo
global do nimero de linfécitos totais em circulacéo.

Em medicina veterinaria, Kralova et al., em 2010, estudaram as mudancas na funcéo
de linfécitos e seus subgrupos em canideos domésticos com doenca renal cénica em varios
estadios. Em todos os diferentes estadios de doenca renal cronica ocorreu linfopenia, o que
vai ao encontro dos estudos em medicina humana. Estes mesmos autores constataram a
diminuicado do nimero de linfécitos com o aumento dos sinais clinicos e da azotemia.

Pela sua a natureza retrospetiva, o estudo apresentou algumas limitacdes, entre as
guais a amostra reduzida e a auséncia de registos médicas ou registos médicos
incompletos, estas ultimas pela falta de comparéncia ou o ndo regresso por parte de alguns
detentores. Os registos médicos incompletos levaram também a que nado fosse possivel o
estadiamento da doenca renal, importante na parte da nefrotoxicidade e da relacédo entre a

linfopenia e a doenca renal crénica. A amostra reduzida tem como consequéncia um erro de
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tipo Il muito grande nos testes estatisticos realizados. Outra limitacdo deste teste foi ndo
existir classificacdo quanto a graus para as alteragcdes do numero de leucécitos e linfécitos

como efeitos adversos que quimioterapia.

5. Concluséo

Este estudo permitiu concluir que a quimioterapia metronémica ndo é isenta de
imunossupressdo como efeito adverso, uma vez que 12,5% dos animais da amostra
desenvolveu leucopenia e mais de metade (56,25%) desenvolveu linfopenia durante o
protocolo de tratamento. Dado que, em medicina veterinaria, este efeito adverso é muito
raramente relatado e, quando relatado, é-0 numa frequéncia absoluta e relativa muito
inferior a encontrada neste estudo, é importante que se realizem mais estudos direcionados
a avaliacdo da toxicidade neste tipo de tratamento, que corroborem o0s resultados
apresentados. Estes novos estudos devem ser constituidos por uma amostra populacional
maior, devem utilizar protocolos de quimioterapia com ciclofosfamida como composto
guimioterapico e devem prever a realizacdo de hemogramas e da sua avaliagdo de forma
frequente e sistematica.

A toxicidade renal associada & administragdo de anti-inflamatérios néo esteroides na
quimioterapia ndo ocorreu com muita frequéncia, tal como descrito por outros autores. No
entanto, recomenda-se a realizagédo e a avaliagdo dos parametros bioquimicos renais antes
de se introduzir o anti-inflamatério ndo esteroide como parte do protocolo de quimioterapia
metronémica. Recomendadas sé&o também avaliagdes periddicas e sistematicas posteriores
dos pardmetros renais, de modo que as alteragbes renais sejam detetadas de forma
precoce. Este tipo de avaliagcdes é também recomendado na literatura.

Em relacdo a associacdo entre a ocorréncia de linfopenia e o protocolo
quimioterapico instituido, apesar deste estudo ndo demonstrar uma relagdo estatisticamente
significativa, a analise dos dados em termos de frequéncias parece indicar a ocorréncia de
algum tipo de associacdo pela presenca de doenca renal concomitante. Por ser um estudo
preliminar e com uma baixa quantidade de dados a analisar, este tipo de relacdo deve ser
melhor estudada e entendida. Assim devem ser realizados novos estudos para se
compreender se a presenca de leucopenia podera estar associada ao protoloco utilizado em
si ou a presenca de outras comorbilidades, como € o caso da doenga renal crénica, ou se

estard ligada tanto ao protocolo instaurado como a presenca de comorbilidades.
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Anexos

Anexo 1 - Tabela com valores de hemograma
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Anexo 2 — Tabela com valores de andlises bioquimicas renais

Animal

Inicio tratamento

4 meses

7 meses

O 00 NGO UV &~ WN PR

NN RRRRRRR R R R
B O VWO NGO WUV A~ WNERO

Espécie
Felina
Canina
Canina
Canina
Canina
Canina
Canina
Canina
Felina
Canina
Canina
Canina
Canina
Canina
Felina
Canina
Canina
Canina
Canina
Felina
Canina

Creatinina normal
0,96
1,56
0,64
SDMA (13)
1,1
0,9
0,874
1,1
0,98
0,927
1,03
SDMA (10)
Creatinina normal
Creatinina normal
1,171
0,843
0,91
1,26
Creatinina normal
1,25

44

Azotemia

1,47
SDMA (7)

1,628

Creatinina normal

1,26
0,74
0,6
0,64
1,19

1,47
1,05
1,81
0,9

1,758
1,63

0,9

0,8

0,994

1,1
1,569
1,58

1,6

1,368





