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LINFOMA MALIGNO MULTICENTRICO CANINO

Resumo

O linfoma maligno canino é um grupo heterogéneo de neoplasias com origem nas células
linfdides, podendo atingir praticamente todas as regides do organismo.

A presente dissertacdo refere-se ao periodo de Setembro de 2008 a Junho de 2009, durante o
qual foi desenvolvida a componente pratica do Estagio Curricular de Mestrado Integrado, no
Hospital Escolar da FMV, de Setembro 2008 a Fevereiro de 2009. Durante este periodo
procedeu-se ao estudo de linfoma maligno multicéntrico em 8 canideos que evidenciaram
linfadenomegélia ao exame fisico e/ou exames citolégicos ou histolégicos positivos para
linfoma maligno. O diagndéstico da doenca foi realizado por analise citoldgica de linfonodo
(n=7), baco (n=2) e medula dssea (n=1) e por exame histolégico hepatico (n=1).
Adicionalmente realizaram-se exames complementares, nomeadamente a radiografia (n=6) e
a ultrasonografia (n=6). Os 8 canideos foram distribuidos pelos estadios clinicos da OMS
sendo que 4 se enquadravam no estadio 111, 3 no estadio IV e 1 no estadio V.

Os sinais e sintomas clinicos mais consistentes com doenca foram a linfadenomegalia (n=7),
perda de peso acentuada (n=5) e anorexia (n=4). Relativamente as alteracdes hematoldgicas, 4
canideos apresentavam anemia.

O tratamento quimioterapico baseado no protocolo CHOP de 19 semanas foi realizado em 4
canideos. Dos restantes 4 animais, 3 foram submetidos a prednisolona e 1 ndo recebeu
qualquer tipo de terapéutica. A mortalidade e morbilidade foram bastante elevadas nos 4
ultimos casos. As alteracdes hematoldgicas foram a causa mais prevalente para o adiamento
de algumas sessbes de quimioterapia.

Contudo, apesar da presenca de efeitos secundarios para o animal e dos possiveis riscos para a
salde publica, os efeitos benéficos do uso de quimioterapicos parece sobrepor-se aos
potenciais riscos envolvidos.

Duma maneira geral, os canideos responderam bem a terapéutica quimioterapica mais
complexa e os proprietarios demonstraram-se satisfeitos com os resultados obtidos. Assim,
tendo em conta que o linfoma maligno canino € dos tumores mais gratificantes de abordar
com quimioterapia deve ser estabelecida uma correcta relacdo com os proprietarios, de forma

a aumentar a adesdo ao tratamento.

Palavras-chave: Linfoma maligno multicéntrico, canideo, citologia, quimioterapia






MALIGNANT MULTICENTRIC LYMPHOMA IN DOG

Abstract

The canine malignant lymphoma is a heterogeneous group of neoplasias whose origin is in
lymphoreticular cells and can virtually reach every region of the organism.

This thesis covers the period September 2008 to June 2009, during which took place the
curricular training of the Integrated Master degree in Veterinary Medicine, at the FMV
Teaching Hospital, September 2008 to February 2009.

During this period there has been a study of malignant multicentric lymphoma in 8 dogs,
these showed lymphadenomegaly at the physical exam and/or were positive to cytologic or
histologic examination for malignant lymphoma. The diagnosis of the disease was made by
cytological examination of lymph nodes (n = 7), spleen (n = 2), bone marrow (n = 1) and liver
histology (n = 1).

They were made some additional tests, including radiography (n = 6) and ultrasound (n = 6).
The 8 dogs were distributed by the WHO clinical stage, 4 of which were in stage 11l and the
other in stage IV.

The clinical signs and symptoms more consistent with the disease were lymphadenomegaly (n
=7), severe weight loss (n = 5) and anorexia (n = 4). Anemia was found in 4 dogs at CBC
count.

The CHOP chemotherapy protocol of 19 weeks was conducted in 4 dogs. In the remaining 4
animals, 3 were submitted to prednisolone and 1 did not receive any therapy. The rate of
mortality and morbidity was high in the last two cases. The hematologic toxicity was the most
prevalent cause for the postponement of some chemotherapy sessions.

However, despite the presence of side effects to the animal and possible risks to public health,
the beneficial effects of the use of chemotherapy seems to overlap the potential risks involved.
In general, dogs had a good response to chemotherapy and owners seemed to be satisfied with
the results. The canine malignant lymphoma is one of the most rewarding tumors to treat with
chemotherapy. Therefore, a proper relationship with the owners is very important in order to

increase adherence to treatment.

Keywords: malignant multicentric lymphoma, dogs, cytology, chemotherapy
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I. Introducéo

O desenvolvimento tumoral caracteriza-se por uma alteracdo celular com formacdo de uma
populacdo de células que tém a capacidade de crescer e de se dividir de uma forma anémala,
ultrapassando os limites de regulacdo celular normais (Waters, 2006). Os tumores malignos
séo aqueles que apresentam capacidade tanto de invaséo local como de metastizagéo (Argyle,
2003). O aumento da prevaléncia de neoplasias em canideos torna-se um problema cada vez
mais presente no dia a dia de uma clinica ou hospital veterinario. Esta situacdo pode dever-se
em parte ao aumento da esperanca média de vida dos canideos (Gobar, Case & Kass, 1998) .
Os linfomas sdo um grupo diverso de neoplasias malignas sélidas que tém em comum a sua
origem em células linfoides (Vail, 2003). O termo linfoma é aplicado geralmente as
neoplasias primérias dos tecidos extramedulares (Correia, 2006). Caracterizam-se por uma
proliferacdo anormal de células linfoides malignas em praticamente todos os érgdos ou
tecidos, sendo os drgdos solidos hematopoiéticos (linfonodos, baco) os mais afectados. Existe
a possibilidade do aparecimento de lesGes na medula éssea e do desenvolvimento de leucemia
a acompanhar esta doenca. Neste estadio avancado de linfoma maligno (LM) o diagnéstico
pode revelar-se inconclusivo quanto a origem, medular ou extramedular, da neoplasia (Vail &
Young, 2007).

Existem dois tipos de linfomas, a doenca de Hodkin’s, cujo tecido tumoral contém células
especificas, as células Reed-Sternberg, e o linfoma ndo-Hodgkin’s. O linfoma maligno canino
(LMC) pode ser mencionado como linfoma ndo-Hodgkin’s, de acordo com a terminologia
humana. A doenca de Hodgkin’s ndo foi ainda reconhecida nesta espécie (Fournel-Fleury et
al., 2002).

A presente dissertacdo traduz o culminar do Estagio Curricular de Mestrado Integrado em
Medicina Veterinaria, cuja componente pratica assumiu a forma de estagio na area da Clinica
de Animais de Companhia. Assim, sera feita uma revisdo bibliografica do tema proposto
seguindo-se, na segunda sec¢éo, o0 estudo de um conjunto de casos observados no decurso do
estagio, em que se verificou a presenca de linfoma maligno multicéntrico. Por fim, serdo

salientadas as conclusdes obtidas.



I1. Reviséo bibliografica sobre linfoma maligno multicéntrico canino

1. Anatomia e fisiologia do sistema linféide

O sistema linféide, principal alvo dos linfomas malignos (LMs) (Vail & Young, 2007), é
constituido pelos 6rgdos linfoides centrais, medula 6ssea e timo; pelos 6rgaos periféricos,
baco, linfonodos e nddulos linfaticos; e por uma vasta rede de vasos que se distribuem por
todo o corpo, estando envolvidos na conducdo da linfa (Junqueira & Carneiro, 2004a).

As células do sangue estdo em constante renovacao, gracas a proliferacdo mitética das células
localizadas nos 6rgdos hematopoiéticos. Inicialmente, os principais érgdos envolvidos sdo o
baco e o figado sendo que, com o desenvolvimento do organismo, a medula 6ssea toma um
papel cada vez mais primordial nesta fungdo. Antes de atingirem o sangue, as células
sanguineas passam por diversas fases de maturacdo e diferenciacdo (Junqueira & Carneiro,
2004b).

Os neutrofilos séo o tipo de leucdcitos mais comuns no sangue (40 a 75%), correspondendo
os linfécitos ao segundo tipo mais prevalente (20 a 50%). Estes Gltimos originam-se nos
6rgdos linfoides, a partir de células trazidas da medula 6ssea (Figura 1). O linfoblasto, de
dimensdo média (2 eritrocitos) e forma esférica, com dois ou trés nucléolos quase
imperceptiveis, é a célula mais jovem da série linfocitaria. A sua cromatina, j& com algum
grau de condensacdo, lembra a de um linfécito maduro. Por sua vez, o pro-linfocito, formado
a partir do linfoblasto, apresenta menores dimensdes, sendo 0 seu citoplasma igualmente
baséfilo. Os nucléolos tornam-se pouco visiveis devido ao aumento da condensacdo da
cromatina. Pode apresentar ou ndo granulacdes azurdéfilas ao contrario do primeiro, onde estas
ainda ndo estdo presentes. O linfécito origina-se directamente do pré-linfocito e € a menor
célula da série leucocitaria. Estas células possuem um nucleo corado, sem nucléolos visiveis,
sendo o citoplasma reduzido, basofilo e sem granulos. A quantidade de citoplasma varia
consoante 0 seu estado de activacdo sendo que, em circulacdo, predominam pequenos
linfécitos inactivos (6 a 9um de didmetro). Os linfocitos maiores, com um didmetro entre os 9
a 15um, constituem apenas 3% dos linfocitos no sangue periférico (Junqueira & Carneiro,
2004b).

Os linfécitos classificam-se em dois tipos principais (B e T), e em varios subtipos consoante
0s receptores das suas membranas e o local onde se diferenciam (Junqueira & Carneiro,

2004a), sendo morfologicamente indistinguiveis (Fournel-Fleury et al., 1994).



Figura 1 - Origem e diferenciacdo dos linfécitos (adaptado de Prescott, Harley & Klein,

2005).
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Devido as suas funcdes de defesa, os linfocitos sdo naturalmente encontrados ao longo de

todo o corpo, em praticamente todos os sistemas de érgdos e tecidos (Newman, Kitchell,

Wallig & Paria, 2008).

Os linfonodos sdo estruturas integrantes do sistema circulatorio e imunolégico, apresentando

estrutura e tamanho variavel, desde 1mm de comprimento até 1 a 2 cm (Junqueira & Carneiro,

2004a) (Figura 2).



Figura 2 - Anatomia microscopica de um linfonodo tipico de canideo (Couto, 2009).
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Na area superficial do cortex do linfonodo, mais precisamente no centro germinativo dos
foliculos secundarios, ocorre a proliferacdo e diferenciacdo das células B. No caso de um
estimulo antigénico, este local torna-se rico em centroblastos (tamanho superior a 2
eritrécitos) que originam os centrocitos (ligeiramente maiores que os linfécitos) e estes, por
sua vez, os linfocitos B de memoria (Fournel-Fleury et al., 1994).

Os imunoblastos do tipo B sdo células de grandes dimensBes (maiores que 2 eritrdcitos),
precursoras dos plasmaécitos, que se encontram nos centros germinativos, na area peri-
folicular e na medula. Os plasmdcitos, células terminais na resposta humoral, localizam-se
apenas na area medular.

A éarea profunda da cortical ou paracOrtex é constituida essencialmente por pequenos
linfécitos T, células interdigitais e, caso haja estimulo antigénico nesta zona, por
imunoblastos do tipo T (Fournel-Fleury et al., 1994).

As células B representam 5 a 10% dos linfdcitos circulantes no sangue, enquanto as células T
representam 65 a 75%, correspondendo os restantes 10 a 15% aos linfocitos Natural Killer
(NK) responsaveis pela destruicdo de células cancerigenas e infectadas por virus, sem
necessidade de estimulo prévio (Junqueira & Carneiro, 2004a).

Os linfécitos T e B ndo se apresentam distribuidos uniformemente pelos 6rgéos linféides. No
entanto, com a excepc¢do do timo, onde apenas se encontram células T, todos os restantes

contém ambos os tipos celulares (Junqueira & Carneiro, 2004a).



Um centro linfatico corresponde a um ou a varios linfonodos agrupados que surgem sempre
na mesma regido anatomica e que recebem vasos aferentes de regibes semelhantes em todas
as espécies (Saar & Getty, 1986).

Os linfonodos no cdo agrupam-se segundo o elucidado na Tabela 1 e Figura 3 (Saar & Getty,
1986).

Tabela 1 - Centros linfaticos do cdo e respectivas regides anatomica (adaptado de Saar e
Getty, 1986).

Centro linfatico Regido anatémica
Submandibular, parotideo e retrofaringeo Cabeca
Cervical superficial e profundo Pescoco
Axilar Membro anterior
Toréacico dorsal e ventral, mediastinico e brénquico Cavidade toracica
Lombar, iliossacral, inguinofemoral e isquiatico Parede pélvica e abdominal
llieofemoral e popliteo Membro posterior
Celiaco, mesentérico cranial e caudal Cavidade abdominal

Figura 3 - Distribuicdo anatémica dos linfonodos clinicamente relevantes no céo (Couto,
2009).
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O bago situa-se no abdémen esquerdo, € um érgdo altamente vascularizado, ndo essencial a

vida. A sua funcdo consiste em filtrar sangue, remover a hemoglobina, produzir anticorpos e
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linfécitos que entram directamente na corrente sanguinea, bem como armazenar e libertar
sangue com uma grande concentracdo de glébulos vermelhos (Ellenport, 1986).

Assim, os linfonodos e o baco apresentam-se como a principal sede de células imunes e
fagocitico-mononucleares do organismo. Duma forma geral, apesar de o bago responder
primariamente aos antigénios que circulam no sangue, e os linfonodos aos que chegam
através dos linfaticos aferentes, a resposta de ambas as estruturas ao estimulo antigénico
acaba por ser muito semelhante (Couto, 2009).

O timo € um 6rgdo bem desenvolvido e muito activo na fase inicial da vida acabando por
sofrer uma grande involucdo, infiltracdo de gordura e degeneracdo amildide apds a
maturidade sexual. Histologicamente € composto por uma capsula e septo de tecido
conjuntivo e pelo parénquima que se divide em cortex, que contém timécitos (células

semelhantes aos linfocitos), e em medula (Venzke, 1986).

2. Etiologia

A etiologia do LMC é considerada multifactorial, uma vez que ndo se consegue isolar um
agente etioldgico unico que justifique o desenvolvimento da doenca (Vail & Young, 2007).
No entanto, parecem estar presentes determinados componentes genéticos e uma
predisposicdo racial (Couto, 2009). A ideia da existéncia de um factor de hereditabilidade é
apoiada por um estudo de Mondiano et al. (2005), onde diferentes prevaléncias dos tipos
imunofenotipicos estdo associadas a diferentes racas de canideos.

A hipétese de o LMC poder, a semelhanca do que se passa no ser humano, estar associado a
aberrag0es cromossomais recorrentes, comegou a ser colocada quando se demonstraram as
semelhancas genéticas entre ambas as espécies (Thomas, Smith, Ostrander, Galibert & Breen,
2003a). Com o0s avan¢os na area da citogenética molecular tem sido possivel investigar as
aberracfes cromossomais presentes nos canideos com linfoma (Thomas et al., 2001; Thomas
et al., 2003a; Thomas, Fiegler, Ostrander, Galibert, Carter & Breen 2003b). Assim, Thomas et
al. (2003a) verificaram que existia um ganho no cromossoma canino 13 (48%), e no
cromossoma 31 (32%) em animais com LM. A perda no cromossoma 14 foi também
observada em cinco dos vinte e cinco casos estudados (20%). A trissomia do cromossoma 13
tinha ja sido observada num estudo de Hahn, Richardson, Hahn e Chrisman (1994), tendo
sido relacionada com o aumento da duracdo da primeira remissdo e com o tempo de
sobrevivéncia. No entanto, apesar destas e de outras aberracfes por erros na segregacao dos

cromossomas ja terem sido descritas em células de cdes com linfoma, ndo foram ainda



identificadas translocacdes especificas, correspondendo apenas a anomalias numéricas
(Momoi, Okai, Watari, Goitsuka, Tsujimoto & Hasegawa, 1997).

O LMC apresenta inumeras semelhancas histoldgicas, moleculares e clinicas com o linfoma
ndo-Hodkin’s que surge no ser humano (Khanna et al., 2006, citado por Kisseberth et al.,
2007). Assim, o gene MYC surge no cdo com a mesma organizagao estrutural do gene
equivalente humano, tal como acontece com os genes IGH, TCRB e BCL2. No Homem, a
activacdo dos genes MYC e BCL2 por translocagdes cromossomais tem-se vindo a
demonstrar como um dos principais precursores no desenvolvimento do linfoma né&o-
Hodgkin“s. Um mecanismo similar podera estar na origem do LMC (Morrison, 2007).

Apesar de raras, foram descritas também mutacgdes no gene supressor tumoral p53 e no gene
N-ras em cées com LM (Edwards, Pazzi, Gumerlock & Madewell, 1993; Veldhoen, Stewart,
Brown & Milner, 1998; Mayr, Holzheu, Schaffner & Reifinger, 2003).

Alguns autores (Tomley, Armstrong, Mahy & Owen, 1983) referem a presenca de particulas
retrovirais em tecidos de LM canino. Apesar disso, ndo existe nenhum caso confirmado de
LMC de etiologia viral (Vail & Young, 2007).

Tém sido também associados ao aparecimento de LMC factores ambientais semelhantes aos
descritos no desenvolvimento tumoral em seres humanos. Entre os varios estudos, hoje em dia
considerados pouco relevantes, encontra-se a exposi¢cdo ao herbicida 2,4-D, utilizado nos
relvados a que os animais tém acesso (Hayes, Tarone, Cantor, Jessen, McCurnin &
Richardson, 1991), e a exposicdo a campos magnéticos de baixa frequéncia (Reif, Lower &
Ogilvie, 1995) como possiveis etiologias da doenca. Num estudo de Gavazza, Presciuttini,
Barale, Lubas e Gugliucci (2001) foi estudada também a relacdo entre cdes com LM que
residiam em areas industriais e o uso de pesticidas. No entanto ndo foi encontrada nenhuma
ligagdo entre ambos.

Recentemente tém sido feitas associagdes entre o desenvolvimento de LMC e alteracdes no
sistema imunitario (Foster, Sturgess, Gould, lwasaki & Day, 2000; Blackwood, German, Stell
& O'Neill, 2004).

3. Epidemiologia

O LM é a neoplasia hematopoética mais comum e uma das cinco neoplasias mais frequentes
no cdo (Dobson et al., 2002), correspondendo a aproximadamente de 7 a 24% (Kaiser, 1981;
Moulton & Harvey, 1990, citados por Vail & Young, 2007; Correia, 2006) de todas as
neoplasias caninas e a 83% dos tumores hematopoéticos (Kaiser, 1981; Moulton & Harvey,
1990, citados por Vail & Young, 2007).



A incidéncia anual estimada varia entre 33 por 100000 canideos (Teske, 1994 citado por
Fournel-Fleury et al., 2002) e 114 por 100000 canideos (Dobson et al., 2002), consoante 0s
autores.

A prevaléncia da doenca é superior a média em algumas ragas puras, como por exemplo
Airedale Terrier, Basset Hound, Cocker Spaniel, Golden Retrivier, Sdo Bernardo, Scottish
Terrier, Rottweiler (Couto, 2009), Boxer, Buldog e Bull Mastiff (Edwards, Henley, Harding,
Dobson & Wood, 2003). Segundo Correia (2006) as ragas portuguesas com maior incidéncia
de LMC sfo, por ordem decrescente, Cdo de Agua, C3o da Serra da Estrela e Rafeiro
Alentejano. Estas racgas apresentaram uma menor incidéncia do que as estrangeiras Caniche,
Cocker e Dobermann (Correia, 2006).

No estudo de Mondiano et al. (2005) indica que existem ndo sO ragcas com uma maior
tendéncia para o desenvolvimento da doenca, como também as diferentes racas apresentam
susceptibilidades variaveis e Unicas para os fendtipos B e T.

O linfoma atinge animais de todas as faixas etarias com uma maior incidéncia entre os 6 e 0s
12 anos (Couto, 2009).

A influéncia do factor sexo no desenvolvimento deste tipo tumoral apresenta-se bastante
controverso, existindo estudos que relatam uma maior incidéncia em machos (Moreno,
Frederico & Loureiro, 2007; Tasca, Carli, Caldin, Menegazzo, Furlanello & Gallego, 2009) e
outros em fémeas (Teske et al., 1994a). Apesar das divergéncias, a maior parte dos autores
defende que o género ndo é um factor de risco relevante (Vail & Young, 2007).

4. Classificacdo

A classificacdo do LM apresenta-se como um tema controverso, tendo surgido maltiplos tipos
de classificacdes ao longo dos tempos. Estes podem ter por base a localizacdo anatémica, 0s
critérios citologicos, histoldgicos ou as caracteristicas imunofenotipicas (Vail & Young,
2007).

4.1 Classificacdo Anatomica

Esta classificacdo divide os linfomas em multicéntrico, mediastinico, digestivo e extranodal,
consoante a localizacdo anatémica dos 6rgéos afectados.

A forma anatémica mais frequente em canideo é a multicéntrica, correspondendo a mais de
80% (Couto, 2009) de todos os linfomas, seguida da digestiva, mediastinica e cutanea. A

forma extranodal primaria € a menos prevalente e pode ocorrer em qualquer localizacdo fora



do sistema linfdide, incluindo, a pele, o olho, o sistema nervoso central, 0 0sso, 0 testiculo, a
bexiga, 0 coracdo e a cavidade nasal (Vail & Young, 2007).

A forma multicéntrica, caracterizada por uma linfadenomegalia superficial (simétrica na
maioria dos casos) (Jacobs, Messick & Valli, 2002) com envolvimento de mdltiplos
linfonodos em varias regides do organismo, é geralmente ndao dolorosa. A maior parte dos
animais apresenta-se com linfadenomegalia e sem sintomatologia clinica, apesar de alguns
surgirem com sintomas pouco especificos como anorexia, perda de peso, letargia e episddios
de febre. Por vezes podem ocorrer infiltragdes pulmonares difusas e hepatoesplenomegélia
(Vail & Young, 2007).

A forma digestiva representa cerca de 5 a 7% de todos os linfomas que atingem o céo
(Madewell & Thesen, 1987, citado por Vail & Young, 2007). O linfoma digestivo primario
atinge a submucosa e a lamina propria do intestino delgado, sendo frequente a presenca de
Ulceras superficiais, e podendo ocorrer ocasionalmente infiltracdo transmural da serosa (Vail
& Young, 2007). Os principais sintomas que acompanham esta doenca sdo pouco especificos
(Couto, Rutgers, Sherding & Rojko, 1989) e caracterizam-se por perda de peso, anorexia,
hipoproteinémia, ma absorcao (Leib & Bradley, 1987; Couto et al., 1989, citado por Vail &
Young, 2007), vémito e diarreia (Leifert & Matus, 1986, citado por Vonderhaar & Morrison,
1998). O comprometimento dos linfonodos mesentéricos, figado e/ou baco pode ou nédo estar
presente (Madewell & Theilen, 1987, citado por VVonderhaar & Morrison, 1998) assim como
zonas de inflamacdo linfoplasmocitéaria adjacentes ao tumor primario (Couto et al., 1989).
Alguns estudos sobre a imunofenotipagem deste tipo de linfoma relatam que a maior parte é
consistente com tipo B, apesar de estarem também descritos alguns casos do tipo T (Coyle &
Steinberg, 2004).

A forma mediastinica caracteriza-se essencialmente por um aumento da dimensdo dos
linfonodos mediastinicos e/ou do timo (Vail & Young, 2007), correspondendo a cerca de 5%
de todos os casos de linfoma (Madewell & Thesen, 1987, citado por Vail & Young, 2007). Os
derrames pleurais sd&o comuns, levando muitas vezes a dispneia, tosse, regurgitacéo,
intolerancia ao exercicio e disfagia. Nos casos com compressao da veia cava anterior pode
ocorrer edema cervical e da face (Leifert & Matus, 1986, citado por Vonderhaar & Morrison,
1998). A hipercalcémia surge com uma maior frequéncia neste tipo de apresentacdo associada
muitas vezes a polilria, polidipsia, anorexia, vomito, diarreia ou obstipacdo, depressdo e
arritmias cardiacas (Leifert & Matus, 1986 e Teske, 1994 citados por Vonderhaar &
Morrison, 1998). A maioria das formas mediastinicas relatadas no cdo sdo do tipo T
(Ruslander, Gebhard, Tompkins, Grindem & Page, 1997, citado por Vail & Young, 2007).



O linfoma cutaneo é uma neoplasia pouco frequente (5%) no cdo e com uma maior incidéncia
em animais de idade avancada (Lower, 2001). E classificado em epiteliotropico ou nio
epiteliotrépico. Este tipo tumoral é considerado uma variedade de linfoma extranodal (Jacobs,
Messick & Valli, 2002). As lesGes mais frequentes, geralmente pruriginosas, sdo os nédulos,
placas, Ulceras e eritema (Lower, 2001). A forma cutanea pode atingir também a mucosa oral,
sob a forma de nddulos ou placas eritematosas (Lower, 2001), e provocar metastases noutros
6rgdos tais como os linfonodos, baco, figado e medula dssea (Vail & Young, 2007).

O linfoma extranodal (<3% dos casos) inclui todas as outras formas e os sinais clinicos que o
acompanham sdo geralmente inespecificos ou estdo directamente relacionados com o 6rgdo
envolvido (Vail & Young, 2007).

4.2 Classificacdo citologica, histologica e imunofenotipica

Ao longo dos tempos tém sido feitas varias tentativas com o objectivo de classificar o linfoma
multicéntrico com base em critérios citoldgicos, histolégicos e imunofenotipicos (Dobson et
al., 2001). Desta forma foram feitas modificacdes a classificacdo humana com o intuito de a
aplicar a espécie canina (Dobson et al., 2001).

Assim, ndo existindo ainda um consenso universal para um modelo Unico de classificacdo de
tumores linféides, surgem actualmente descritas a classificacdo de Rappaport, de Lukes-
Collins, do “National Cancer Institutes of Health Working Formulation” (NCI-WF), de Kiel-
Lennert, da “Revised European American Lymphoma” (REAL) e da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS).

A classificacdo de Rappaport tem por base a avaliacdo do padrdo histolégico de crescimento
(folicular ou difuso) e as caracteristicas citolégicas do tumor (bem diferenciado, pouco
diferenciado ou histiocitico) (Rappaport, Winter & Hicks, 1956, citado por Vail & Young,
2007). Uma vez que os LMCs com um padréo folicular sdo pouco frequentes, este sistema de
classificacdo acaba por ndo ter uma boa aplicabilidade na espécie canina (Greenlee et al.,
1990). Além disso, ndo providencia um valor de progndstico significativo em relacdo a
resposta a terapéutica, a duracao da remisséo e ao tempo de sobrevivéncia (Weller, Holmberg,
Theilen, Madewell, 1980a), em parte devido ao facto de no subgrupo de linfomas histiociticos
estarem incluidos tumores com diferentes caracteristicas morfolégicas e imunofenotipicas
(Vail & Young, 2007).

A classificacdo de Lukes e Collins associa as caracteristicas morfolégicas de um LM a um

determinado fendtipo, acabando também por se tornar pouco aplicavel a espécie canina uma
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vez que 0S grupos citoldgicos sdo heterogéneos em termos imunoldgicos (Greenlee et al.,
1990).

O sistema de classificacdo do NCI-WF e uma actualizagdo do Kiel-Lennert tém vindo a ser
adaptados com sucesso aos tumores caninos (Teske et al., 1994a), uma vez que ambos se
baseiam em técnicas histolégicas facilmente aplicaveis a esta espécie (Jacobs et al., 2002). O
sistema NCI-WF, amplamente utilizado nos Estados Unidos da América na classificacdo do
linfoma humano (Jacobs et al.,, 2002), foi desenvolvido para permitir uma melhor
compreensdo entre as varias classificaces existentes (Vail & Young, 2007). Este sistema
categoriza o tumor exclusivamente através dos critérios morfolégicos (Vail & Young, 2007) e
classifica a malignidade em trés graus (baixo, intermédio e alto) (Valli, Jacobs, Parodi,
Vernau & Moore, 2002), estando estes relacionados com a biologia tumoral e com a
sobrevivéncia do paciente (Vail & Young, 2007). No entanto, ndo inclui qualquer informagéo
acerca da imunofenotipagem do tumor (Vail & Young, 2007).

O Sistema Kiel-Lennert, largamente usado na Europa (Jacobs et al., 2002), baseia-se na
morfologia e composicdo celular (centroblastica, centrocitica, imunoblastica, linfoblastica,
plasmocitica, linfocitica), no padrdo de crescimento histolégico (folicular ou difuso) e na
imunofenotipagem das células tumorais, B e T (Lennert & Feller, 1992). Nesta classificacdo o
linfoma é dividido em dois grupos, os de baixo grau, constituidos principalmente por células
pequenas (citos), e os de alto grau, constituidos predominantemente por células médias ou
grandes (blastos) (Lennert & Feller, 1992). Este sistema divide também o linfoma em dois
subgrupos, tendo por base a imunofenotipagem (B e T) (Valli et al., 2002).

Tanto na classificacdo de Keil como na NCI-WF os linfomas de baixo grau, compostos por
células pequenas e com indice mitético baixo, progridem lentamente e estdo associados a
tempos de sobrevivéncia mais longos. Por outro lado, os de alto grau, com um indice mit6tico
elevado, progridem rapidamente mas respondem melhor a abordagem terapéutica com
quimioterapia (Vail & Young, 2007). Apenas uma pequena percentagem de linfomas no céo é
considerada de baixo grau, cerca de 12% a 40% (Teske, Van Heerde, Rutteman, Kurzman,
Moore & MacEwen, 1994a; Teske, Wisman, Moore & Van Heerde, 1994b; Fournel-Fleury et
al., 1997; Correia, 2006), sendo que a maior parte deles tem origem nas células T (Fournel-
Fleury et al., 1997). Por outro lado, os de alto grau, surgem associados mais frequentemente
ao fendtipo B (Fournel-Fleury et al., 1997). A incidéncia do LMC com origem nas células T é
cerca de 22 a 37,9%, correspondendo os das células B a cerca de 71% a 79% (Teske et al.,
1994b; Fournel-Fleury et al., 1997a; Ruslander et al., 1997; Fournel-Fleury et al., 2002b;
Correia, 2006). Apenas 2% a 5% dos animais apresentam linfoma nulo (sem reac¢do com os

anticorpos para células B ou T) (Teske et al., 1994b; Ruslander et al., 1997). A maior
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prevaléncia de uma proliferacdo de células B nas neoplasias linfides pode ser explicada, em
parte, pelo facto de durante a diferenciagdo as células B sofrerem um maior nimero de
rearranjos genémicos devido a producdo das imunoglobulinas. Desta forma, estas células
tornam-se mais susceptiveis a alteracfes neoplasicas (Tasca, Carli, Caldin, Menegazzo,
Furlanello & Gallego, 2009). No entanto, num estudo de Moreno, Frederico e Bracarense
(2007) a ocorréncia de linfomas das células T em cées foi de 53,5%, sendo esta alta incidéncia
devida, segundo os autores, a uma provavel existéncia na regido do Brasil de factores
ambientais que contribuam para o aparecimento deste tipo tumoral.

O sistema REAL baseia-se no principio de que uma classificacdo € uma lista de entidades
oncoldgicas, sendo estas definidas pela combinacdo das caracteristicas morfoldgicas,
imunofenotipicas, alteracbes genéticas e quadro clinico. A importancia de cada um destes
parametros varia entre as diferentes doencas, ndo havendo um mais importante que todos os
outros (Harris et al., 2000).

A OMS Veterinaria (2002) publicou também uma classificacdo de LM, tendo por base a
Classificacdo REAL, para a definicdo de categorias histoldégicas para os tumores
hematopoiéticos nos animais de companhia (Valli et al., 2002). Este sistema seguiu a
classificagdo humana, com o objectivo de facilitar o intercambio de conhecimentos e
realizacdo de estudos comparativos entre medicina humana e veterinaria (Correia, 2006). Esta
classificagdo incorpora tanto os critérios morfolégicos como imunoldgicos, dividindo os
tumores hematopoiéticos em dois grupos, o linfoide e o mieldide (Valli et al., 2002). A
classificacdo dos tumores do sistema linfoide encontra-se descrito na Tabela 2.

Esta classificacdo da OMS representa um passo bastante importante em oncologia veterinaria,
uma vez que permite a identificacdo de varias entidades oncologicas, revistas com base em
conhecimentos cientificos recentes. Apesar disso, Sd0 necessarias mais investigacoes e

estudos nesta area (Vail & Young, 2007).
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Tabela 2 - Classificacdo Histologica dos Tumores Hematopoiéticos nos Animais Domésticos
da OMS (adaptado de Valli et al., 2002).

Tumores do Sistema Linféide

Neoplasias Linfoides das células B Neoplasias Linfoides das células T
Neoplasia de células B precursoras Neoplasia de células T e NK precursoras
Leucemia/ linfoma linfoblastico de células B Leucemia/ linfoma linfoblastico de células T
Neoplasia de células B maduras Neoplasia de células T/NK maduras

Leucemia/linfoma linfocitico crénico de células B | Distlrbios linfoproliferativos de células
grandes e granulares:

— Leucemia linfocitica cronica de células T
— Linfoma/ leucemia linfoproliferativa de
células T grandes granulares

— Leucemia linfocitica cronica de célula
NK

Linfoma linfocitico de tipo intermédio de células B | Neoplasias cutaneas de células T:
— Linfoma cutaneo epiteliotrdpico
— Linfoma cutaneo nao-epitelitropico

Linfoma linfoplasmocitico Linfoma de células T extranodal/periférico:
— Do tipo linféide misto
— Do tipo inflamatério misto

Linfomas foliculares: Linfoma/leucemia de células adultas
— Linfoma das células do manto tipo células T

— Linfoma folicular de células centrais do

tipo I, 11 ou 1l

— Linfoma nodal da zona marginal
— Linfoma esplénico da zona marginal

Linfoma extranodal da zona marginal do Linfoma angioimunoblastico
tecido linféide associado as mucosas (MALT)
Leucemia de hairy cells Linfoma angiotrépico

- Linfoma angiocéntrico
- Linfoma angioinvasivo

Tumores plasmociticos: Linfoma intestinal de células T
- Plasmocitoma indolente

- Plasmocitoma anaplésico

- Mieloma de células plasmaticas

Linfomas de células B grandes: Linfoma anaplasico de células grandes
— Linfoma de células B rico em células T

— Linfoma imunobléastico de células grandes
— Linfoma difuso de células B grandes

— Linfoma timico de células B (mediastinico)
— Linfoma intravascular de células B grandes

— Linfoma de células B de alto grau de tipo Burkitt

4.2.1 Caracterizacdo dos LMC estudados

Em seguida sdo descritos os LMC que surgiram ao longo do periodo em que decorreu este
estudo.

O LM imunoblastico (Figura 4) € constituido principalmente por imunoblastos, podendo estar
ainda presentes outras células, entre elas os centroblastos. Os imunoblastos sdo células

grandes, com um nucleolo central e geralmente Gnico, citoplasma abundante e intensamente
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baséfilo. O linfoma imunoblastico pode apresentar células com ou sem diferenciacdo em
plasmécitos ou plasmoblastos, podendo nestes casos o tumor ser identificado
morfologicamente como do tipo B (Lennert & Feller, 1992). Os LM imunoblasticos sdo raros
nos cées (Fournel-Fleury et al., 1992).

Figura 4 — Linfoma de alto grau de malignidade tipo imunoblastico. Presenca de células
pleomorficas (setas). HE 40x (Moreno, Frederico & Bracarense, 2007).

O LM centroblastico, constituido por centroblastos e imunoblastos, pode ter origem primaria
ou surgir secundariamente a outro linfoma. Os centroblastos sdo células com tamanho grande,
nacleo redondo com cromatina fina, 2 a 4 nucléolos e citoplasma escasso e baséfilo.

Figura 5 - Linfoma centroblastico monomorfico. Populacdo celular densa e homogénea de
células grandes e ndcleos redondos, com nucléolos pequenos e proeminentes (setas).
Citoplasma baséfilo. Corado com May-Grunwald-Giemsa (S6zmen, Tasca, Carli, De Lorenzi,
Furlanello & Caldin, 2005).

Barra no canto inferior direito =5 um

Os linfomas centroblasticos sdo definidos como monomdrficos (Figura 5), quando mais de
60% das células tumorais sdo centroblastos, e polimoérficos (Figura 6), quando mais de 10%
das células sdo imunoblastos. Segundo Lennert e Feller, (1992) este tipo de linfoma pode
ainda ser dividido em mais 2 subtipos. O multilobado, onde mais de 10 a 20% das células

apresentam nucleo lobado, e o centrocitdide constituido por células relativamente pequenas
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com caracteristicas morfoldgicas intermédias entre o centroblasto e o centrdcito. (Lennert &
Feller, 1992). Num estudo de Correia (2006) através da classificacdo citolégica identificaram-
-se 33% de LMC centroblastico. Desta forma este tipo de linfomas corresponde aos mais
frequentes nos canideos (Correia, 2006; Gelain, Mazzilli, Riondato, Marconto & Comazzi,
2008).

Figura 6 - Linfoma centroblastico polimdrfico. Mistura de células pequenas com multiplos
nucléolos e centroblastos (seta). Corado com May-Grunwald-Giemsa. (S6zmen et al., 2005).

Barra no canto inferior direito =5 um

Os LM linfoblasticos (Figura 7) possuem células de tamanho médio com nicleo geralmente
redondo, cromatina fina e 1 a 3 nucléolos discretos, citoplasma escasso e fracamente basofilo.
O indice mitotico é geralmente elevado (Lennert & Feller, 1992).

Figura 7 - Linfoma linfoblastico. Células pequenas com cromatina aglomerada, multiplos
nucléolos e espessamento perinuclear (setas) e um fino halo basofilico no citoplasma. Corado
com May-Gruwald-Giemsa (S6zmen et al., 2005).

5. Manifestacg®es clinicas e sindromes paraneopléasicas

5.1 Sinais e sintomatologia clinica

Os sinais e sintomas clinicos que surgem associados ao LMC sdo variados e dependem da
extensdo e da localizacdo do tumor. O LM multicéntrico é caracterizado por uma

linfadenomegaélia superficial generalizada e ndo dolorosa, sendo este o sinal mais consistente
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da doenca (Figura 8). Inicialmente a linfadenomegalia pode estar restrita aos linfonodos
submandibular e pré-escapular (Vail & Young, 2007). Os linfonodos afectados podem-se

encontrar muito aumentados, com cerca de 5 a 15 vezes a dimenséo normal (Couto, 2009).

Figura 8 - Linfadenomegalia superficial generalizada em canideo com LM:
a- linfadenomegalia dos submandibulares; b- linfadenomegalia inguinal; c- linfadenomegaélia
dos popliteos (fotografias originais).

a)

Os sinais clinicos sdo, duma forma geral, pouco especificos e apenas cerca de 10 a 40% dos
canideos estdo clinicamente doentes (sub-estadio b) (Chun, Garrett & Vail, 2000; Moore et
al., 2001; Garrett, Thamm, Chuan, Dudley & Vail, 2002; Williams et al., 2004; Hosoya et al.,
2007).

Os sinais clinicos mais comuns incluem perda de peso acentuada (Figura 9), letargia,
anorexia, polidria/polidipsia (Vail & Thamm, 2005), episddios de febre, vémito, diarreia,
melena e dispneia (Vail & Young, 2007).

Figura 9 - Perda de peso acentuada em canideo com LM (fotografia original).
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Podem surgir edema subcutaneo e tosse associados a alteracbes na drenagem linfatica ou
compressdo das vias respiratorias devido a linfadenomegalia (Couto, 2009). As alteracbes
oculares (uveite anterior, hipopion, hifema, infiltrados) podem estar presentes em
aproximadamente 20 a 25% dos canideos (Ogilvie, 2004). Podem também surgir alteracfes ao
nivel da medula dssea, pele, rins e sistema nervoso central (Couto, 2009).

Segundo um estudo de Blackwood et al. (1997), aproximadamente 76% dos cdes com LM
multicéntrico apresentam alteracGes toracicas detectadas radiograficamente. A alteracdo mais
comum € a linfadenomegalia supraesternal, correspondendo a cerca de 40% dos casos,
seguida da linfadenomegalia traqueobrénquica (33%), mediastinica cranial (26%) e o
aumento do timo (7%). A infiltragdo pulmonar surge em 37% dos animais e as alteragdes
pleurais em 23% dos casos, sendo que 8% apresentam derrame pleural (Blackwood et al.,
1997).

As principais manifestagdes do comprometimento abdominal, observadas em
aproximadamente 82% dos casos (Blackwood et al., 1997), correspondem, na maior parte das
vezes, a estados mais avancados da doenga multicéntrica (Vail & Young, 2007), consistem
em linfadenomegalia sublombar (75%) e hepatomegalia (53%). A esplenomegalia surge em
cerca de 46% dos casos, frequentemente associada a hepatomegalia. A triade
linfadenomegélia sublombar e hepatoesplenomegalia surge em aproximadamente 28% dos
casos (Blackwood et al., 1997). Apesar de menos frequentes, podem também ocorrer
linfadenomegélia mesentérica, ascite e alteracdes peritoneais (Blackwood et al., 1997).

5.2 AlteracOes Laboratoriais

A anemia é uma das alteracOes laboratoriais mais frequentes e significativas (Bergman, 2001),
surgindo em cerca de 38% dos casos de LMC (Madewell, 1986, citado por Bergman, 2001).
Quando esta presente é geralmente ndo regenerativa, normocitica e normocroémica, e esta
associada a doenga cronica. Pode também ocorrer anemia regenerativa, por perda de sangue
ou hemolise. A anemia pode surgir associada a trombocitopénia e a leucopénia (Vail &
Thamm, 2005).

A trombocitopénia € uma alteracdo frequente em canideos com linfoma, sendo mais
prevalente e acentuada nos do tipo T. Além do potencial efeito da inflamacdo crénica,
causada pelo envolvimento neoplasico de varios 6rgaos, a trombocitopénia pode resultar do
consumo das plaquetas devido a coagulagdo intravascular disseminada, ou de mecanismos
auto-imunes. Parece existir uma associagdo entre o LMC e a trombocitopénia imunomediada.

Isto pode dever-se ao facto de durante a proliferacdo neoplasica as células perderem as suas
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capacidades de supressdo contra as doencgas auto-imunes, contribuindo para a destruicdo
imunomediada das células e levando ao desenvolvimento de citopénias (Tasca et al., 2009).
A presenca de leucopénia ou leucocitose ocorre também em canideos com este tumor, sendo a
sua frequéncia de 19% e 32%, respectivamente. Com uma frequéncia idéntica surgem
também as variacdes na contagem total dos linfocitos, correspondendo a linfocitose a 20% e a
linfopénia a 25% (Teske, 1994, citado por Vonderhaar & Morrison, 1998). As causas da
linfopénia no LMC incluem lise geral dos linfécitos, destruicdo dos linfocitos neoplasicos,
supressdao da maturacdo dos linfocitos ou alteracBes nos padrBes circulatérios (Gauthier,
Aubert, Abrams-Ogg, Woods & Bienzle, 2005). A linfocitose pode surgir associada a doencas
linfoproliferativas, como é o caso do linfoma. No entanto, é por vezes pouco claro se se trata
de um linfoma com linfocitose, ou de uma leucemia priméaria com posterior envolvimento dos
linfonodos. Uma linfocitose persistente composta por linfécitos pequenos, maduros ou
reactivos surge na maioria das vezes associada a linfoma ou a leucemia linfocitica crénica
(Avery & Avery, 2007).
A existéncia de células neoplasicas em circulagdo no LMC indica a presenca de leucemia,
sendo esta relativamente frequente (Raskin & Krehbiel, 1989).
A hipercalcémia € uma sindrome paraneoplasica relativamente comum, atingindo 20 a 40%
dos canideos com LM. Os animais com a forma multicéntrica apresentam esta alteracdo em
10 a 20% dos casos (Couto, 2009).
As gamopatias monoclonais surgem tanto como manifestacbes hematoldgicas de linfoma,
como sindromes paraneoplasicas. A hipergamoglobulinémia deve-se a producéo excessiva de
imunoglobulinas monoclonais produzidas pelas células plasmocitéarias. Quando estas se
tornam excessivas surgem os sinais clinicos de hiperviscosidade (Bergman, 2001).
O perfil lipoproteico pode estar alterado em cédes que desenvolvem linfoma, nomeadamente
colesterol total, VLDL colesterol e VLDL triglicéridos (lipoproteinas de muito baixo peso
molecular), LDL triglicéridos (lipoproteina de baixo peso molecular) e as HDL colesterol e
HDL triglicéridos (alto peso molecular). Estes pardmetros encontram-se, geralmente, acima
dos valores obtidos nos animais normais (Ogilvie et al., 1994).
O metabolismo dos carbohidratos ¢ uma das alteragdes metabdlicas mais sérias registada nos
animais que desenvolvem neoplasias (Ogilvie, 2001). Vail, Ogilvie, Wheeler, Fettman,
Johnston e Hegstad (1990) verificaram que os animais com LM tém uma curva de tolerancia a
glucose normal, mas concentracOes de lactato e de insulina basais elevadas. Estas alteracoes
metabdlicas acontecem em parte devido ao facto do tumor metabolizar a glucose para
obtencdo de energia através da glicOlise anaerébia, formando o lactato como produto final
(Ogilvie, 2001).
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Embora estejam publicados varios estudos sobre as alteragdes metabdlicas que acompanham
0s casos de LMC, poucos relatam a actividade enzimatica das células tumorais. Num estudo
de Washizu, Azakami, Bonkobara, Washizu e Arai (2005) realizado em 10 canideos com LM
ndo tratados e 5 saudaveis, analisou-se a actividade enzimaética relacionada com o
metabolismo energético. Os resultados deste estudo demonstraram haver uma producdo
energética elevada nas células tumorais, comparativamente ao observado em animais
saudaveis (Washizu et al., 2005)

Em cées com linfoma multicéntrico verifica-se também um aumento nos valores séricos de
acido urico e fésforo e diminuicdo da depuracdo da creatinina enddégena em 24 horas (Page,
Leifer & Matus, 1986).

As doencas infiltrativas, como é o caso do linfoma, podem causar alteracdes renais graves,
quer duma forma iatrogénica (quimioterapia, antibioticos) quer devido as consequéncias da
hipercalcémia por precipitacdo tubular e /ou alteracdes hidroelectroliticas (Bergman, 2001).
Contudo, a incidéncia de disfuncao renal em cdes com linfoma ndo complicado é baixa (Page
et al., 1986).

5.3 Sindromes paraneoplésicas

Embora sejam reconhecidas mais frequentemente no ser humano, as sindromes
paraneoplasicas ocorrem também em medicina veterinaria. Podem surgir assim como um dos
primeiros sinais de malignidade e correspondem a efeitos metabdlicos, endocrinoldgicos e
hematologicos de diversos tipos. As sindromes paraneoplasicas podem apresentar
caracteristicas proprias de certos tumores e estdo frequentemente associadas a ac¢des nao
invasivas. No entanto, podem apresentar consequéncias graves sendo necessaria uma
abordagem terapéutica destas complicagdes antes da instituicdo da quimioterapia (Bergman,
2001).

Algumas das alteracdes sistémicas mais frequentes secundarias a tumores sdo uma profunda
debilidade e ma nutricdo, associada ou ndo a uma diminuicdo da ingestdo de alimentos,
respectivamente anorexia e caquexia. Estas sdo consideradas as principais sindromes
paraneoplasicas em canideos (Bergman, 2001).

Ogilvie, Walters, Fettman, Hand, Salman e Wheeler (1993) realizaram um estudo em
canideos com LM, com o objectivo de verificarem se a caquexia, associada a este tumor,
poderia estar relacionada com o aumento do gasto energético e com a utilizacdo de uma dieta
rica em gordura. No entanto, concluiram que o gasto energético nos animais com LM

diminuia transitoriamente em resposta a quimioterapia e a remissdo, e ndo Vvariava
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significativamente com a dieta rica em gordura ou rica em carbohidratos (Ogilvie et al.,
1993).

Outra sindrome paraneoplasica muito importante e frequente no LMC é a anemia. Existem
vérias possibilidades para a causa de anemia em oncologia veterinaria, nomeadamente anemia
de doenca cronica, anemia hemolitica imunomediada, anemia por perda de sangue ou
microangiopatia hemolitica. No caso do LM a anemia ocorre predominantemente sobre a
forma de anemia da doenga crdénica ou anemia hemolitica imunomediada (Bergman, 2001). A
anemia da doenga crénica € extremamente comum em tumores disseminados e/ou
metastizados. Esta deve-se essencialmente a uma inflamacdo crdnica associada a doenca, a
uma diminuicdo do tempo de vida dos eritrocitos, a uma alteracdo do metabolismo do ferro ou
a uma resposta deficiente da medula dssea a eritropoietina. O uso continuado da
quimioterapia pode ser um factor bastante relevante na perpetuagdo deste estado ndo
regenerativo (Bergman, 2001). Quanto & anemia hemolitica imunomediada adquirida,
associada ou ndo a trombocitopénia, caracteriza-se por uma destruicdo prematura dos
eritrécitos. Estas células sdo identificadas como um componente estranho ao organismo e sao
revestidas por auto-anticorpos, produzidos por vezes nas doengas linfoproliferativas sendo
posteriormente destruidas pelos macréfagos e pelo sistema do complemento (Bergman, 2001).
A trombocitopénia € também uma sindrome paraneoplasica comum no cédo. Esta pode dever-
se a diminuicdo da producdo de plaquetas secundaria ao envolvimento da medula éssea pelo
tumor, ao decréscimo da capacidade da medula 6ssea em produzir megacariocitos e ao
aumento do consumo, sequestro e/ou destruicdo imunomediada de plaquetas (Bergman,
2001).

A febre pode acompanhar uma variedade de tumores nos animais e surge como uma sindrome
paraneoplasica que deve ser sempre tida em conta (Bergman, 2001). A patogénese da febre
associada as neoplasias esta associada ao excesso de producdo de citoquinas que estimulam a
producdo de prostaglandinas promotoras de febre (John, Patchell & Foon, 1997, citado por
Bergman, 2001).

A hipercalcémia no LMC, como referido anteriormente, surge como uma sindrome
paraneoplasica e esta associada a producdo secundaria e ectépica de um péptido relacionado
com a hormona da paratiréide (PTHrP) que estimula os osteoclastos na reabsorcdo Gssea
(Bergman, 2001).

A hipoglicémia paraneoplasica, as gamopatias monoclonais, a leucocitose neutrofilica e a
eritrocitose, apesar de menos frequentes, podem surgir em cées associadas ao LM. A
eritrocitose é pouco frequente como sindrome paraneoplasica. No entanto, pode surgir

associada ao LM e pode estar directamente relacionada com um aumento da producdo de
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eritropoietina e/ou indirectamente com o excesso de eritropoietina provocada pela hipoxia
renal (Bergman, 2001).

6. Diagnostico

O LM pode ter origem em qualquer 6rgao ou tecido e é, na maioria das vezes, uma doenca
sistémica. Desta forma, torna-se importante a determinacdo da sua extensdo, do envolvimento
dos varios 6rgaos e das condicdes secundarias que ocorrem (McCaw et al., 2007).

Assim sendo, uma lista variada de procedimentos de rotina deve ser tida em conta para a
elaboracdo de um diagnostico definitivo e para o estadiamento do LMC (Vonderhaar &
Morrison, 1998)

6.1 Exame fisico

A abordagem clinica de qualquer doenca deve ser sempre iniciada com um exame fisico do
paciente. Este, no caso de suspeita de linfoma multicéntrico, deve incluir a palpacdo atenta de
todos os linfonodos acessiveis, por exame rectal inclusive (Vail & Young, 2007).

As mucosas devem ser inspeccionadas quanto a cor e presenca ou auséncia de sinais
indicativos de alteracbes da coagulacdo, de forma a descartar suspeitas de anemia ou
trombocitopénia (Vail & Thamm, 2005).

A palpacdo abdominal, procedimento presente em qualquer exame clinico, surge aqui com
uma enorme importancia, na medida em que nos pode revelar a presenca e 0 grau de
organomegalia (figado e baco), o espessamento da parede do intestino e/ou o envolvimento
dos linfonodos mesentéricos (Vail & Thamm, 2005).

Através da auscultacdo podemos suspeitar do envolvimento toréacico, seja pela presenca de
massas no mediastino e/ou de derrame pleural (Vail & Thamm, 2005).

O exame oftalmoldgico, incluindo a observagdo do fundo do olho, deve também ser realizado,
podendo revelar algumas alteracdes, tais como uveites (Massa, Gilger, Miller & Davidson,
2002), hemorragias da retina ou infiltragdes oculares (Vail & Thamm, 2005).

6.2 Perfil hematoldgico, bioquimico e urianalise

Em animais suspeitos de LM, o perfil hematolégico e bioquimico completo deve ser sempre
realizado, ja que as alteracGes hematoldgicas surgem frequentemente na forma multicéntrica
(Vail & Thamm, 2005).
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Além das alteracOes laboratoriais supracitadas, 0 hemograma permite-nos ainda observar
linfécitos atipicos em circulacdo, que podem ser um indicativo do envolvimento medular ou
da presenca de leucemia (Vail & Young, 2007). No caso do perfil hematolégico, as alteraces
devem-se essencialmente a infiltragdes medulares, mau funcionamento do bago, doenca
cronica, sindrome paraneoplasica ou anomalias imunomediadas. A leucocitose pode dever-se
a libertacdo de citoquinas pelas células tumorais (Ettinger, 2003). Nos pacientes com anemia
ou hemorragia deve ser incluida uma contagem de reticuldcitos bem como estudos de
alteracdes na coagulagéo (Vail & Young, 2007).

Quanto as manifestacdes bioquimicas sdo causadas pela libertacdo de citoquinas ou por
alteracbes nos varios 6rgaos devido a infiltragdo tumoral (Martineau, 2002), reflectindo
geralmente o local anatémico envolvido na doenca (Vail & Young, 2007). No caso de haver
hiperproteinémia deve ser feita uma electoforese de proteinas para avaliar a presenca de
gamopatias monoclonais (Ettinger, 2003).

Deve ser realizada uma analise detalhada a urina, quando possivel, para descartar alteraces
da funcdo renal e do tracto urinario (Vail & Young, 2007). A densidade urinaria é importante
ndo s6 para avaliar a capacidade de concentracdo, mas também para a classificacdo da
azotémia. Podem ocorrer proteindria e glomerulonefrite, estando geralmente associadas a
estimulacdo imune tumoral (Ettinger, 2003).

E de realcar que as alteracdes verificadas nos perfis bioquimicos e hematoldgicos ndo sio
especificos da doenca e raramente servem para o diagnostico definitivo de LM (Vail &
Young, 2007).

No entanto, segundo um estudo de Tasca et al. (2009), existem diferencas significativas nos
perfis hematoldgicos (presenca de anemia, neutropénia e trombocitoénia) dos diferentes tipos
de neoplasias hematopoiéticas.

6.3 Imagiologia

As imagens radiograficas (Figura 10), ecograficas e as obtidas por tomografia axial
computorizada (TAC) ou ressonancia magnética nuclear (RMN) surgem como métodos
auxiliares de diagnostico importantes, principalmente nos casos em que a linfadenomegélia
periférica ndo esta presente. Sdo também necessarias no estadiamento clinico, de forma a
determinar a extensdo da doenca e permitir o estabelecimento do progndstico e da terapéutica
(Ettinger & Feldam, 2005).
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Figura 10 — Radiografia toracica em canideo com LM

Padrdo bronco-intersticial, deslocacdo da traqueia na zona perto da carina (devido a um possivel
aumento dos linfonodos traqueobrénquicos) e zona de radiopacidade de tecido mole perto das
esternebras (possivel aumento do linfonodo supra-esternal).

Segundo Vail e Thamm (2005) em caso de LM multicéntrico, apenas a radiografia toracica se
demonstra relevante em termos de progndstico, uma vez que ndo existe uma diferenca
significativa no prognéstico de animais com linfadenomegalia generalizada (estadio I11) ou
com envolvimento hepético e esplénico com ou sem linfadenomegalia generalizada (estadio
IV). O facto de haver linfadenomegalia mediastinica craneal demonstra-se um importante
factor de mau prognéstico (Starrak, Berry, Page, Johnson & Thrall , 1997).

As técnicas de imagiologia aplicadas a zona abdominal permitem a avaliacdo da
organomegdlia, linfadenomegalia e ascite. Cerca de metade dos cdes com linfoma
multicéntrico apresentam alteracdes abdominais detectaveis radiograficamente (Blackwood et
al., 1997; Starrak et al., 1997).

A ecografia abdominal é preferivel principalmente em caso de sinais suspeitos de obstrucdes
gastrointestinais, pancreatite e/ou alteracdes nao detectaveis a radiografia (Ettinger, 2003).

A ecocardiografia deve ser sempre realizada antes da administracdo de quimioterapicos
cardiotdxicos (doxorrubicina) principalmente quando haja histéria de doenca cardiaca ja
conhecida ou em canideos de racas com pré disposi¢cdo para cardiomiopatia (Ettinger, 2003).
Apesar dos seus precos elevados e de nem sempre estarem disponiveis, as técnicas de
imagiologia mais complexas como TAC e a RMN, tém-se vindo a tornar cada vez mais
frequentes na prética veterinaria como métodos de diagndstico complementar (Vail & Young,
2007). A TAC permite detectar com exactiddo a presenca, localizacdo, tamanho e relacGes
anatémicas de varias neoplasias, principalmente as que atingem a regido cerebral (LeCouter,
2001). Por outro lado, a RMN, usada inicialmente para investigacdo da cavidade

intracraniana, é actualmente aplicada duma forma cada vez mais frequente a outras partes do
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organismo, sendo especialmente Util para tumores da medula, cabeca e pescocgo, dorso e
pélvis (Dennis, 2003). A aplicacdo da RMN aos pequenos animais é o método mais sensivel,
permitindo melhores decisdes no tratamento e nas intervencdes cirirgicas através dum meio
ndo invasivo que nao utiliza radiacdo (Yasuda et al., 2004). No entanto, a TAC permite a
obtencdo de um diagndstico mais rapido comparativamente a RMN (Dennis, 2003). Ambas as
técnicas sdo excelentes na visualizacdo de linfadenomegélia, quando esta é demasiado
discreta para ser detectada a radiografia, e na detec¢do de metastases (pulmonares, hepaticas,
esplénicas, renais) (Dennis, 2003).

6.4 Diagnostico citologico, histopatoldgico e imunofenotipico

O diagnostico de LMC ¢é feito através da avaliagdo citologica por puncdo aspirativa por
agulha fina (PAAF) do 6rgdo afectado e/ou por uma avaliacdo histolégica de amostras
biopsiadas. No entanto, em certas ocasibes 0 uso de outros métodos, tais como a
imunofenotipagem e as técnicas de diagnostico molecular, podem melhorar a exactiddo do
diagndstico e a compreensdo do comportamento tumoral (Dickinson, 2008).

6.4.1 Exame citoldgico

A citologia, realizada através de PAAF, corresponde ao exame morfoldgico e individual das
células obtidas duma amostra (Meyer, 2001), e tem vindo a ser considerada uma técnica de
diagndstico credivel para o LMC (Dickinson, 2008). Segundo Couto (2009) 90% dos casos de
LMC podem ser diagnosticados com sucesso por citologia.

Este método € utilizado duma forma generalizada no diagndstico da doenca por se apresentar
como uma técnica simples, pouco dispendiosa, pouco invasiva e compensatoria (Fournel-
Fleury et al., 2002; S6zmen et al., 2005). Além disso permite, comparativamente aos exames
realizados em cortes, uma melhor avaliacdo da morfologia celular, um diagnéstico rapido e
multiplas colheitas (Correia, 2006).

A linfadenomegalia isolada ou generalizada constitui uma das indicacBes principais para a
realizacdo deste exame (Young, 2007), embora seja possivel o estudo citoldgico de quase
todas as areas corporais através do avanco das técnicas de imagiologia (Meyer, 2001).

Uma importante aplicacdo da citologia € a capacidade de diferenciar lesdes reactivas e
hiperplasicas de processos tumorais (Meyer, 2001), e de distinguir neoplasias ndo linféides de
linféides (Caniatti et al., 1996).

Quando se realiza um exame citolégico deve fazer-se, em primeiro lugar, a diferenciacdo
entre células normais e neoplasicas e de seguida proceder-se a classificacdo geral do tipo
celular predominante (Meyer, 2001) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Critérios de malignidade citoldgica (adaptado de Rebar & Raskin, 2006).

Critérios de malignidade Caracteristicas citologicas
Geral Populagéo celular uniforme
Nucleo Mitoses frequentes e/ou anormais

Dimenséo do nucleo
Racio nucleo/citoplasma variavel
Nucléolos maltiplos
Nucléolos grandes e irregulares
Padr6es densos de cromatina
Margem do nucleo irregular
Citoplasma Acentuada basofilia
Vacuolizacdo
Estrutura Carcinoma - células redondas ou ovais dispostas em grupo ou numa
camada
Sarcoma - células individuais fusiformes e alongadas
Discrete cell - células individuais redondas ou ovais: com granulos; com

vacuolos; ou sem granulos ou vactolos

No caso das neoplasias de “discrete cells* (Tabela 3), estas incluem um grupo alargado de
tumores com importancia em medicina veterinaria, entre eles o LM (Rebar & Raskin, 2006;
Couto, 2009). As células neoplasicas presentes num LM sdo geralmente reconhecidas pela sua
morfologia tipica e séo tradicionalmente classificadas como células redondas, ndo possuem
aderéncias nem arranjos ordenados entre elas, sendo o termo “discrete cells” escolhido para
enfatizar a individualidade celular (Meyer, 2001).

Duma forma geral, na aspiracdo dos linfonodos de um canideo com LM, verifica-se que a
maioria das células da amostra s&o de grandes dimensdes com um nucléolo proeminente e um
citoplasma basofilo, ou com uma cromatina fina sem nucléolos visiveis. Contudo, uma vez
que na citologia a arquitectura dos tecidos ndo se mantém, a presenca de uma hiperplasia
reactiva, caracterizada por um aumento do namero de células linféides de grandes dimensdes,
pode ser dificil de diferenciar de LM (Vail & Young, 2007). Por outro lado, no caso de LM
compostos por células de tamanho médio e pequeno, o diagnéstico, através da citologia,
torna-se mais complicado pelo facto de estes possuirem apenas pequenos indicios citolégicos
de malignidade (Vail & Young, 2007; Couto, 2009).

Desta forma, e apesar de as caracteristicas citoldgicas variarem consoante o tipo de LM,
existem alguns aspectos a ter em conta. Duma maneira geral, uma densidade celular elevada

(Correia, 2006) e uma populacao celular homogénea é uma caracteristica marcante que surge

25



no LMC (Peleteiro, Correia, Carvalho, Pissarra & Fernades, 2006). Por outro lado, a
fragilidade das células e o elevado indice mitotico surgem frequentemente associados a casos
de alto grau de malignidade, apresentando-se as células “nuas” e com material nuclear livre.
A variabilidade dos nucléolos no que diz respeito ao nimero, dimensdo e localizacdo, deve
ser sempre observada (Correia, 2006).

A analise citoldgica da medula déssea esta indicada para proceder ao estadiamento clinico
completo, e nos casos em que ha anemia, linfocitose, neutropénia ou trombocitopénia para
verificar se ha ou ndo envolvimento medular (Vail & Young, 2007). A presenca de alguns
pré-linfocitos e linfoblastos em circulagdo pode indicar envolvimento medular. No entanto ha
que ter em conta que estas células sdo vistas também em casos de parasitismo gastrointestinal,
anemia hemolitica imunomediada e em outras doen¢as imunomediadas.

A citologia de fluidos toracicos, fluidos cerebroespinais e de massas intracavitarias surgem
como testes auxiliares (Ettinger, 2003) que estdo indicados nos casos de derrame pleural,
alteracBes do sistema nervoso central ou massas intratorécicas, respectivamente (Vail &
Young, 2007).

Uma boa caracterizagdo celular do LMC permite assim obter numerosas informacdes, quer no
estabelecimento do tratamento, quer na elaboracdo do prognéstico (Jacobs et al., 2002). Desta
forma, a presenca de células pouco diferenciadas (linfoma de alto grau de malignidade) com
um elevado indice mit6tico constitui um melhor prognéstico, uma vez que apresenta respostas
mais positivas a quimioterapia. Da mesma maneira, se as células forem pequenas (baixo grau)
respondem pior ao tratamento (Jacobs et al., 2002).

Apesar das limitacdes que o exame citoldgico apresenta, nomeadamente a incapacidade de
uma correcta avaliacdo das alteragdes estruturais dos tecidos, este tipo de exame possibilita
uma vasta informacdo Util para o diagnéstico (Peleteiro et al., 2006).

6.4.1.1 Técnica citoldgica

As colheitas das amostras obtidas por puncéo aspirativa por agulha fina dos linfonodos (figura
11) ou massas sao realizadas com a utilizagdo de um punho de aspiracéo, seringas de 10 c.c. e
agulhas finas, de 22G. A entrada do material para o0 corpo da seringa deve ser evitada, uma
vez que deixa de ser recuperavel (Peleteiro et al., 2006).
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Figura 11 - PAAF de linfonodo em canideo com aumento do linfonodo pré-escapular
(fotografia original).

A amostra deve ser colhida, no minimo, de 2 linfonodos (Correia, 2006) ou massas, de forma
cuidadosa e evitando o vacuo excessivo. Os linfonodos mandibulares que drenam a regido da
orofaringe, e 0s mesentéricos, que drenam o tracto gastrointestinal, apresentam-se
frequentemente reactivos, devendo por isso ser evitados para este tipo de diagndstico, a menos
que sejam a Unica amostra possivel. Também os casos em que a linfadenomegéalia é
demasiado evidente, ou em que existe necrose do centro do linfonodo nédo séo a melhor opgéo
(Young, 2007).

Para a colocacgéo na lamina do material recolhido na agulha, esta deve ser separada da seringa
na qual se introduz ar. Apos se fixar novamente a agulha expulsa-se o seu contetido sobre uma
ou mais laminas. A quantidade aplicada em cada lamina para o esfregaco deve ser reduzida de
forma a obter-se uma camada fina em que as células se dispdem numa camada Unica
(Peleteiro et al., 2006).

Uma preparacdo cuidada da amostra torna-se essencial ndo so para facilitar os diagnosticos
diferenciais atras descritos, mas também para evitar a lise celular, uma vez que as células sao
extremamente frageis (Young, 2007).

Os problemas que podem surgir numa PAAF dos linfonodos e que se podem opor ao
diagnostico definitivo de LM incluem a recolha de um nimero insuficiente de células intactas
ou uma pobre preservacao das células linfoides, devida por exemplo a uma pressdo negativa
exercida pela seringa (Dickinson, 2008).

A fim de optimizar a propor¢édo de células intactas obtidas, existem ja clinicos a optar por este
método sem a utilizacdo da seringa, fazendo-se uma puncéo sem aspiracao (Dickinson, 2008).
Nesta técnica a agulha (idéntica a utilizada na PAAF) é introduzida no 6rgao até atingir a
profundidade desejada, podendo-se aplicar movimentos suaves de modo a libertar o maximo
de células para a amostra. De seguida, a agulha € retirada da lesdo e é Ihe acoplada uma

27



seringa cheia de ar que permitird empurrar o conteldo da agulha para a lamina (Peleteiro et
al., 2006).

No caso da aspiracdo feita a medula 6ssea as agulhas utilizadas sdo de 20 G e as seringas de 5
c.c.. O material pode ser obtido facilmente da medula 6ssea das costelas (acima da transicéo
costocontral na 102 ou 11?2 costela) em animais com mais de 5kg de peso, ou da fossa
trocantérica do fémur, crista do iliaco e extremidade proximal do Umero, em animais com
menos de 5 kg. A insercdo da agulha deve ser feita com firmeza até se sentir que penetrou no
0ss0 inserindo-se nessa altura a seringa sem punho (Peleteiro et al., 2006).

A coloracdo dos esfregacos é habitualmente feita com o método de Giemsa (Peleteiro et al.,
2006).

6.4.2 Exame Histoldgico

Apesar da citologia, por si s6, poder em muitos casos dar ao clinico um diagnostico definitivo
de LM, a bidpsia dos tecidos afectados deve ser, sempre que possivel, incluida na lista de
métodos a utilizar. Além de permitir o diagnostico da doenca, a analise histolégica possibilita
a determinacdo do comportamento biolégico do tumor, ajudando na compreensdo da extensao
e tipo de tratamento a aplicar (Withrow, 2001).

O principal objectivo desta técnica é a obtencdo de uma amostra de tecido neoplasico
suficiente para o estabelecimento de um diagnostico. Os métodos mais utilizados sdo a
bidpsia por agulha (agulhas “Tru-Cut” ou “Vet-Core”), bidpsia por “punch”, bidpsia
incisional e a biopsia excisional (Withrow, 2001).

O método aconselhado depende do tecido alvo. No caso dos linfonodos a extirpacgdo cirtrgica
e a avaliagdo de todo o linfonodo surge como a técnica mais indicada, ja que torna possivel a
observacgdo de toda a arquitectura e envolvimento neoplasico do 6rgéo (Dickinson, 2008). Os
linfonodos mais acessiveis e mais facilmente removiveis para este tipo de exames sdo 0
popliteo (Moore, 2005) e o pré-escapular (Vail & Young, 2007). Para o caso dos Orgaos
internos, a bidpsia cirdrgica é a melhor opcdo. Se o paciente apresentar riscos anestésicos
acrescidos, deve recorrer-se a uma bidpsia incisional ou com agulha “tru-cut” ecoguiada
(Ettinger, 2003; Dickinson, 2008).

O exame histopatoldgico deve iniciar-se por uma observacdo simples ao microscopio usando
coloragbes de rotina de Hematoxilina-Eosina (HE). Deve-se comegar por pequenas
ampliacGes para a visualizacdo de todo o tecido e avaliagdo do padrdo histolégico de

crescimento (Powers, 2001): tipo folicular ou difuso (Harris et al., 1994). De uma maneira
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geral, é possivel através destas ampliacBes diferenciar um tecido tumoral de um reactivo e,
por vezes, reconhecer o tipo tumoral (Powers, 2001).

Aproximadamente 85 a 90% dos casos que surgem em oncologia humana e veterinaria podem
ser diagnosticados através destes exames de visualizacdo ao microscopio Gptico com
coloragdes simples e de rotina (Pfeifer & Wick, 1991, citado por Powers, 2001). Contudo, o
resultado da andlise da morfologia celular pode ser ambiguo em diversos tipos de
proliferacdes linfocitarias ndo neoplésicas, tais como nas inflamacdes por estimulo antigénico
devido a infec¢Bes ou doengas auto-imunes, levando a uma sobreposicdo com a morfologia
das células linféides neoplasicas (Dickinson, 2008). Desta forma pode ser necessario recorrer
a coloracdes especiais ou procedimentos mais especializados, tal como a imunocitoquimica
ou imunohistoquimica, técnicas de diagnostico molecular e PCR, para o diagnostico de LM
(Couto, 2009).

6.4.3 Imunofenotipagem

A imunofenotipagem é usada para a identificagdo de marcadores dos linfocitos através de uma
vasta gama de anticorpos, permitindo o reconhecimento dos diferentes tipos celulares (B e T)
(Dickinson, 2008).

Por vezes, a sensibilidade para detectar precocemente células tumorais entre uma populacéo
de células ndo neoplasicas torna-se limitada através dos métodos citolégicos e histolégicos
(Dickinson, 2008). Nestes casos, o diagndstico de LM pode ser feito atraves da
imunofenotipagem, onde se observa a presenca duma populacdo homogénea de células com o
mesmo fendtipo (Vail & Young, 2007).

6.4.3.1 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que permite uma analise rapida e individual de uma
grande quantidade de células (dezenas a milhares de células) e que tem por base a utilizacdo
de substancias fluorescentes ligadas a anticorpos que coram especificamente determinados
constituintes celulares (Cullen et al., 2002).

Esta técnica permite obter quer a imunofenotipagem das células tumorais e uma anélise do
DNA, permitindo a avaliacdo da ploidia, quer a determinacdo da actividade proliferativa
celular (Gibson et al., 2004).
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6.4.3.2 Imunohistoquimica e imunocitoquimica

A imunofenotipagem pode ser aplicada a amostras citoldgicas (imunocitoquimica) ou a cortes
de tecidos (imunohistoquimica) para a identificacdo do tipo celular (Vail & Young, 2007).
Painéis de diferentes anticorpos (Ac) sdo aplicados as amostras para serem examinadas, e 0s
padrdes resultantes da sua expressdo permitem a diferenciacdo e classificacdo das diferentes
células (Morrison, 2007).

Os Ac disponiveis no mercado sdo, na maioria dos casos, os utilizados no ser humano,
podendo ou ndo apresentar reactividade cruzada quando utilizados na espécie canina. Além
disso, poucos sdo os desenvolvidos para permitir a deteccdo de antigénios celulares em
tecidos fixados com formalina (Morrison, 2007).

Apesar de bastante valiosas na identificacdo de determinados tumores, a imunocitoquimica e a
imunohistoquimica apresentam algumas desvantagens. No caso de se estar na presenca de um
tumor com células pouco diferenciadas, ou perante algumas dificuldades técnicas, podem
obter-se falsos negativos nesta técnica. Ou seja, a auséncia de coloracdo ndo descarta a
possibilidade da existéncia de determinado tipo celular. Uma das principais causas para este
problema é a sobrefixacdo, que deve ser evitada para garantir a conservagdao da estrutura
antigénica (Powers, 2001).

A imunohistoquimica pode também ser util na avaliacdo da actividade proliferativa dos
LMCs, através da medicdo da percentagem de células marcadas positivamente com o
anticorpo Ki-67 (Powers, 2001). Esta proteina reconhece um antigénio nuclear que esta
presente durante todas as fases activas do ciclo celular (Gs, S, G, e mitose), apresentando-se
como um excelente marcador na determinacdo da fraccdo de crescimento duma determinada

populacdo celular (Gerdes et al., 1991).

6.5 Técnicas de diagnéstico molecular

6.5.1 AgNORs

A quantificacdo de regides de organizadores nucleolares corados pela prata (AgNORS)
apresenta-se como uma técnica disponivel, com valor prognéstico no LMC. Os organizadores
nucleolares (NORs) sdo regides das ansas de ADN no nucléolo, que contém os genes que
codificam para o0 ARN ribossomal (Valdovich, Psader, Téth & Perge, 2004). Em virtude da
argirofilia das proteinas associadas a estas regides, a maioria das técnicas correntes usadas na
sua visualizacdo baseiam-se na coloracéo pela prata (Correia, 2006).
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A possibilidade de diagndstico inerente a contagem de AgNORs surgiu ha cerca de 15 anos.
Desde ai foram vérias as experiéncias realizadas em medicina humana, que demonstram que o
namero de AgNOR’s esta significativamente mais elevado nos tumores malignos do que nos
processos reactivos, fisioldgicos e benignos (Valdovich et al., 2004).

Em medicina veterinaria a técnica AQNOR’s, a partir de amostras citoldgicas e histoldgicas,
tem-se demonstrado capaz de distinguir os casos de LM consoante o progndstico, bom ou
mau (Teske et al., 1994a; Kiupel et al., 1999).

O aumento do numero de AgNOR’s nos casos de LM pode dever-se a proliferacdo celular e a
um elevado grau de sintese de ARNr que caracteriza as células tumorais quando comparadas
com as células normais.

Os principais problemas associados a esta técnica sdo, por um lado, a diversidade de
parametros e interpretacoes, e por outro a dificuldade no estabelecimento de um protocolo
padrdo, devido a dependéncia dos factores externos do protocolo de coloracdo, como a
fixacdo, a temperatura e o tempo de coloracdo. Surge assim a necessidade de programas
informaticos de analise de imagens que permitam avaliar os AGNORs, de forma a evitar erros

que Ihe possam estar inerentes (Kiupel et al., 1999).

6.5.2 Marcadores tumorais

Vérias tentativas tém sido feitas para a utilizacdo de marcadores tumorais na deteccdo e
monitorizagdo do LMC (Burnett, Vernau, Mondiano, Olver, Moore & Avery, 2003).

A medicdo da actividade sérica da timidina quinase (TK) pode ser usada como um valioso
marcador tumoral para o progndstico e para prever a recidiva da doenca, apds a quimioterapia
e antes de ser possivel a deteccdo clinica (Von Euler, Einarsson, Olsson, Lagerstedt &
Eriksson, 2004). Os resultados obtidos por Von Euler et al. (2004) apresentam-se como
promissores na medicdo da actividade sérica da TK e para o0 uso deste marcador em oncologia
veterindria, apesar do método utilizado limitar a sua medi¢do na préatica clinica. Por isso, Von
Euler, Rivera, Aronsson, Bengtsson, Hansson e Eriksson (2008) desenvolveram um novo
método ndo radioactivo para a medicdo desta enzima, tendo demonstrado a sua viabilidade na
determinacéo da actividade da TK em cdes com LM e a possibilidade de uma maior utilizagdo
por parte dos clinicos.

Num estudo de Nielsen, Toft, Eckersall, Mellor e Morris (2007) verificou-se a importancia da
determinacdo da concentracao sérica da proteina C reactiva (pCr) na identificacdo da remissao

completa da doenca apds o tratamento com farmacos citotdxicos. Contudo, surgem algumas
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limitagdes, entre elas a existéncia de variagfes individuais entre os canideos (Nielsen et al.,
2007).

A medicdo dos niveis séricos da a-1-acido glicoproteina (Hahn, Freeman, Barnhill & Stephen,
1999) e das metaloproteinases da matriz (MMPs) (Newman et al., 2008), tém vindo a ser
sugeridas como método de diagndstico e de progndstico na determinacdo da recidiva da
doenca. Contrariamente a outros estudos desenvolvidos, Newman et al. (2008) ndo encontram
diferencas significativas na expressdo da MMP-2 ao nivel do ARN em amostras de linfonodos
de cdo com LM e normais. Também ndo foi encontrada uma associagdo entre 0s niveis da
MMP-2 ou 9 com o estadio, resposta ao tratamento ou tempo de sobrevivéncia.

A deteccdo imunohistoquimica da proteina Pax 5 demonstrou-se, num estudo de Willmann,
Millauer, Guija de Arespacochaga, Reifinger, Mosberger e Thalhammer (2009), como um
possivel marcador na caracterizacdo da linhagem do linfoma ndo-Hodgkin’s canino. No
entanto, sdo necessarios estudos adicionais para justificar e alargar o seu uso a outras
neoplasias linféides caninas.

A amostra para a analise citogenética de um tumor deve ser preferencialmente obtida do
tecido afectado. Quando a andlise tumoral é impraticavel ou impossivel, o sangue periférico €
uma alternativa viavel, pois as aberracdes cromossomais podem ser detectadas a partir do
sangue periférico em cdes com LM ndo tratados (Devitt, Maranon, Ehrhart & Lana 2009). No
entanto, a correspondéncia entre as aberracdes presentes no sangue e no tumor necessitam
ainda de ser determinadas, podendo este método surgir como uma boa alternativa na
monitorizacao de cdes com LM durante o curso do tratamento (Devitt et al., 2009).

Assim, estes e outros marcadores poderdo tornar-se potenciais meios de diagnéstico, usados

futuramente em medicdes de rotina em medicina veterinaria (McCaw et al., 2007).

6.6 Outras técnicas

6.6.1 Actividade da telomerase

Uma outra técnica utilizada na identificacdo de uma neoplasia, € a avaliacdo da actividade da
telomerase. Os teldmeros sdo estruturas especializadas que correspondem a sequéncias
repetidas de ADN, localizando-se na extremidade dos cromossomas. Devido a natureza da
replicacdo do ADN, estas sequéncias vdo encurtando ao longo de cada divisdo celular,
funcionando como um relégio mitético, que governa a senescéncia natural nas células
normais. Uma actividade anormal da telomerase registada em células neoplasicas de caes, tem

sido investigada como um alvo para a quimioterapia € como um meio de diagndstico de
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neoplasias (Vonderhaar & Morrison, 1998). Também nos casos de LM esta alteracdo na
actividade enzimatica tem servido como método de diferenciacdo entre células normais e
alteradas (Vonderhaar & Morrison, 1998). Contudo, segundo Carioto, Kruth, Betts e King,
(2001) a actividade da telomerase ndo difere significativamente entre os linfonodos

neoplasicos e normais.

6.6.2 PCR (Polymerase chain reaction)

Apesar do diagndstico de LM em estado avangado ser, na maior parte dos casos, facil de
realizar citoldgica ou histologicamente, existem apresentacdes da doenca que tornam o
diagnostico um desafio (Burnett et al., 2003). Entre eles encontram-se 0s estados iniciais do
tumor, muitas vezes confundidos com hiperplasias linféides; os fluidos de cavidades contendo
um elevado nimero de pequenos linfocitos com aparéncia de células maduras; os casos de
linfocitose ligeira ou crénica; as amostras ndo representativas da lesdo e a presenca de um
pequeno nimero de linfécitos atipicos no aspirado por agulha fina. Desta forma foi necessario
encontrar métodos mais objectivos e sensiveis no diagnostico de LMC (Burnett et al., 2003).
A partir de uma mistura complexa de ADN é possivel, por PCR, sintetizar uma grande
quantidade de copias de um Unico fragmento especifico (Prescott, Harley & Klein, 2005) e
obter ndo so6 a distingdo de populagdes de linfécitos reactivos e neoplasicos, mas também a
deteccdo de residuos minimos de doenca ('Yamazaki et al., 2008).

A clonalidade é uma caracteristica que estd presente nos tumores malignos. Teoricamente
uma populacdo de células malignas deriva da expansdo de um Gnico clone caracterizado por
uma regido Unica de ADN. Assim, nos canideos com linfoma das células T, todas as células
tumorais devem ter a mesma sequéncia de ADN que codifica para a regido variavel do
receptor das células T. Do mesmo modo, no linfoma das células B, todas as células tumorais
devem ter sequéncias de ADN idénticas que codifiquem para a regido variavel dos receptores
de imunoglobulinas (Vail & Young, 2007).

O uso deste técnica tem sido ja descrito em cdes e apresenta uma alta sensibilidade e
especificidade na distingédo entre linfadenopatia reactiva e linfoma (Couto, 2009).

Ao utilizar-se o PCR, ha que ter em conta o facto de ja terem sido registados linfomas
malignos biclonais (Lennert & Feller, 1992), o que atribui a técnica um ponto negativo. Por
outro lado, os limites de deteccdo de neoplasia pelo PCR dependem do tecido de onde é
colhida a amostra. Nos tecidos ndo linfoides, esta técnica apresenta-se muito sensivel
permitindo a deteccdo de uma célula neoplasica em 1000, enquanto nos tecidos linféides este
grau de sensibilidade j& ndo se verifica (Burnett et al. 2003).
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A presenca de células que ndo possuam receptores antigénicos para anticorpos de células B ou
T, como é o caso das células NK, ou a presenca de quantidade insuficiente de ADN na
amostra, pode levar a resultados falsos negativos. Por outro lado, os falsos positivos surgem
por exemplo em infec¢Bes créonicas por rickettsia spp, onde uma diversidade minima de
estimulos antigénios pode levar a oligo ou monoclonidade. Da mesma forma podem surgir
bandas monoclonais se 0 ADN da amostra pertencer a apenas algumas células linfoides
normais, ou se a qualidade do ADN for baixa (Dickinson, 2008).

Como referido anteriormente, outra utilizacdo do PCR consiste na quantificacdo dos residuos
minimos da doenca. Estes correspondem a uma pequena quantidade de células malignas
residuais, que se mantém apds terapéutica quimioterapica. A sua quantificacdo, atraves do
PCR em tempo real, permitiu melhorar a compreensdo da dindmica do crescimento e

regressdo das células tumorais, mesmo em animais em remissao (Yamazaki et al., 2008).

6.7 Sistema de estadios clinicos da OMS para o linfoma maligno em animais domésticos

Depois de estabelecido um diagndstico definitivo, é necessario proceder ao estadiamento
clinico, isto é, determinar a distribuicdo e extensdo da doenca. Desta forma sera possivel
monitorizar as condi¢des de salde e a resposta aos tratamentos, bem como determinar que
protocolos de quimioterapia aplicar a cada caso (Flory, Rassnick, Stokol, Scrivani & Erb,
2007).

Nos ultimos anos foram varios os métodos utilizados para determinar os estadios da OMS a
que os animais com linfoma multicéntrico correspondem. No entanto, a existéncia de técnicas
mais sensiveis como a radiografia, a ultrasonografia e a citologia de medula 6ssea tém vindo a
modificar a forma de realizar o estadiamento clinico em canideos (Flory et al., 2007). A
utilizacdo destes métodos torna possivel a identificacdo precoce de lesdes silenciosas ou
assintomaticas até ai ndo detectaveis. Além disso, se a deteccdo da doenca preceder o
aparecimento dos sinais clinicos, o tempo de vida previsto para estes pacientes € maior,
comparativamente aqueles em que sinais e doenca surgem simultaneamente (Flory et al.,
2007).

Tal como em humanos, o linfoma canino encontra-se incluido na classificagdo da OMS, que
se baseia em critérios clinicos e clinicopatoldgicos, permitindo a determinacdo da extensdo da
doenca e a sua relacdo com o prognéstico (Couto, 2009).

Neste tipo de classificacdo encontramos uma divisdo do linfoma nos animais de companhia

em cinco estadios e em dois sub-estadios cada um com as suas caracteristicas (Tabela 4).
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Tabela 4 - Sistema de estadios clinicos para 0 LM em animais domésticos da OMS (adaptado
de Dobson & Lascelles, 2003).

Estadio Caracteristicas

I Envolvimento limitado a um sé linfonodo ou tecido linféide de um sé érgao,

excluindo medula éssea

I Envolvimento dos linfonodos de uma determinada regido, com ou sem

envolvimento das tonsilas
i Envolvimento generalizado dos linfonodos
v Envolvimento do figado e baco, +/- estadio Il

\ ManifestagBes no sangue e envolvimento da medula 6ssea e/ou de outros

orgdos, +/- estadios | ao IV

Sub-estadio
a Sem sinais sistémicos
b Com sinais sistémicos

Os 80 a 85% dos casos de LM que correspondem a forma multicéntrica surgem duma maneira
geral enquadrados no grau Il ou 1V desta classificacdo (Garrett et al., 2002).

7. Tratamento do linfoma maligno multicéntrico

Apbs o estabelecimento do diagndstico de LM multicéntrico, € necessario decidir se se
efectua ou néo terapéutica.

Tendo em conta que o LMC é normalmente uma doenca sistémica, a quimioterapia surge
como a modalidade terapéutica mais adequada. Apesar disso, infelizmente, a taxa de cura €
baixa em cdes com LM (Ettinger, 2003) e o tempo médio de vida esperado para cdes tratados
é de 12 a 16 meses para a maioria dos casos, sendo que apenas 20 a 30% dos caes sobrevive 2
anos apds o diagnostico. Mesmo que um animal se apresente no estadio | da doenca, a
disseminacdo sistémica ocorre geralmente dentro de semanas a meses (Couto, 2009).

No inicio do tratamento as células tumorais sdo mais sensiveis a quimioterapia, sendo
parcialmente eliminadas. No entanto, com o avancar do tempo, as células neoplasicas que se
mantém véo-se tornando gradualmente mais resistentes aos agentes quimioterapicos (Ettinger,
2003). Segundo alguns estudos, as células tumorais estdo mais susceptiveis para expressar 0
gene que codifica para a P-glicoproteina (Vail & Young, 2007). Esta proteina transmembranar

é responsavel pelo transporte dos farmacos através da membrana. Desta forma, as células
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tumorais com P-glicoproteinas podem ser responsaveis pelo transporte dos agentes
quimioterapicos para fora das células, causando resisténcias a terapéutica (Papich, 2005).
Quando tratados, a maioria dos animais consegue manter uma boa qualidade de vida e o
tratamento acaba por ser bastante gratificante, resolvendo muitos dos sinais clinicos e
alteracdes que surgem com a doenca (Ettinger, 2003) e permitindo obter uma remissédo
completa em cerca de 80 a 90% dos casos (Couto, 2009).

7.1 Quimioterapia

A quimioterapia € uma modalidade terapéutica cada vez mais frequente em oncologia
veterinaria e que tem por base o uso de farmacos citostaticos (Lana, 2003).

Quando se opta pela abordagem quimioterapica ha que ter em conta alguma da terminologia
que lhe esta subjacente.

A primeira fase da terapéutica corresponde a inducdo da remissdo e deve ser feita com um
protocolo (semanal) mais intensivo que o utilizado na fase seguinte. A fase de manutencéo
tem por objectivo prolongar e manter a remissdo e 0s tratamentos sao feitos em média com
intervalos de 2 a 3 semanas (Ettinger, 2003). Os protocolos de emergéncia incluem novos
farmacos com o objectivo de induzir nova remisséo (Ettinger, 2003).

Desta forma, 0s objectivos fundamentais da quimioterapia sdo a inducdo de uma primeira
remissdao do LM que dure mais que 6 meses, a reinducdo da remissao apds uma ou mais
recidivas (Ettinger, 2003) e finalmente a inducdo da remissao quando a resposta a terapéutica
falha, sendo para isso necessaria a introducao de novos farmacos ndo utilizados no protocolo
inicial (Vail & Young, 2007).

Por remissdo entende-se a resolucdo dos sinais clinicos, laboratoriais e das alteracfes
observadas ao exame fisico (Ettinger, 2003). A sua avaliacdo é feita usualmente com base na
palpacdo ou medicdo dos linfonodos com dimensdo normal, e no desaparecimento dos sinais
paraneoplasicos e clinicopatoldgicos. Assim sendo, e como o descrito num estudo de Gauthier
et al. (2005), os cdes sdo considerados em remissdo se todos os linfonodos palpéveis
estiverem normais, se nao houver organomegalia detectada ao exame fisico e se 0s
proprietarios descreverem o comportamento do cdo como normal. Contudo, este tipo de
diagndstico € extremamente subjectivo e pode ser influenciado por alteracbes secundarias no
linfonodo, tais como a fibrose ou a deposicéo de gordura. (Gauthier et al., 2005).

A remissdo da doenca pode ser definida como remissdo completa (RC), remisséo parcial (RP),
doenca estavel (DE) ou doenca progressiva (DP) (Tabela 5) (Ettinger, 2003).
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Tabela 5 - Diferentes tipos de resposta a indugdo da remissdo da doenca (adaptado de
Ettinger, 2003).

Resposta a terapéutica Definicéo
Remissdo completa (RC) 100% de reducdo das alteracBes detectadas
inicialmente
Remissdo parcial (RP) >50% e < 100% de reducéo das alteragdes detectadas
inicialmente
Doenca estavel (DE) <50% de reducdo ou sem alteragBes ou sem novas

lesBes neoplasicas

Doenga progressiva (DP) >25% de aumento das alteragBes ou de novas lesGes
neoplésicas

Os termos recidiva e recaida estdo associados ao reaparecimento dos sinais clinicos ou das
alteracOes detectadas inicialmente ao exame fisico.

Antes de cada sessdo do tratamento deve ser realizado um hemograma. S6 se deve realizar
quimioterapia se os neutrofilos forem superiores a 2000/ul e as plaquetas superiores a
50,000/ul. Caso isto ndo se verifique deve-se esperar 5 a 7 dias e depois repetir-se a analise.
Se o animal apresentar valores inferiores de neutr6filos e plaquetas antes do inicio do
tratamento, devido a um possivel envolvimento tumoral da medula 6ssea, é instituida uma
quimioterapia mielossupressiva com o objectivo de combater estas citopénias (Vail & Young,
2007).

Existem actualmente varios protocolos de quimioterapia, com agentes Gnicos ou multiplos,
que sdo eficazes no tratamento do LMC. Os protocolos mais complexos e que incorporam um
maior nimero de agentes quimioterapicos sdo os que oferecem aos pacientes caninos um
tempo de remissao e de vida mais alargado. No entanto, estes exigem mais tempo e sdo mais
onerosos. Por outro lado, os protocolos mais simples, apesar de menos toxicos, proporcionam
um tempo de remissdo e de sobrevivéncia inferior ao obtido pelos tratamentos mais
complexos (Ettinger, 2003).

Muitos dos veterinarios oncologistas estdo de acordo em dizer que, mais do que a obtencéo da
cura da doenca, a abordagem paliativa surge como um dos principais papéis da terapéutica
quimioterapica (Moore, 2005).

A escolha do protocolo adequado depende ndo s6 do paciente e das circunstancias que o

envolvem (estadio e sub-estadio da doenca, presenca/auséncia de sindrome paraneoplasica,
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estado geral do paciente), como também do proprietario e do médico veterinario responsavel
(Ettinger, 2003).

7.1.1 Protocolos quimioterapicos de agente Unico

A prednisona, prednisolona, ciclofosfamida, clorambucil, vincristina, doxorrubicina,
epirubicina, mitoxantrona e lomustina sdo exemplos de agentes quimioterapicos que podem
ser administrados separadamente, em protocolos terapéuticos mais simples, na abordagem do
LMC.

A prednisona e prednisolona tém sido associadas a uma remissdo completa ou parcial em
cerca de 50% dos canideos (Ogilvie & Moore, 1995 citado por Vonderhaar & Morrison,
1998), apresentando tempos de remissdo e de vida entre 1 a 4 meses (Vail & Young, 2007;
Argyle, 2008). Isto significa que ndo existe um aumento no tempo de sobrevivéncia quando
comparado com o esperado em animais ndo tratados. No entanto, apesar da resposta nao ser
prolongada, os canideos apresentam melhorias clinicas significativas ap6s a administracao
deste farmaco (Vonderhaar & Morrison,1998). Um dos problemas decorrentes do uso isolado
de glucocorticoides é o facto de estes poderem influenciar negativamente a resposta e a
durabilidade da remissdo se mais tarde se decidir pela aplicacio de um protocolo
quimioterapico mais agressivo (Vonderhaar & Morrison, 1998; Argyle, 2008). Por outro lado,
uma vantagem do uso da prednisona ou prednisolona é ndo haver necessidade de uma
monitorizacdo do hemograma. Além disso os efeitos da administracdo cronica dos
glucocorticoides  (hiperadrenocorticismo iatrogénico, polidria, polidipsia, ulceracdo
gastrointestinal, hepatomegalia) (Lana, 2003) ndo tém tempo de se manifestar antes da morte
do animal (Vonderhaar & Morrison, 1998).

A dose usual de prednisona e prednisolona é de 2 mg/kg PO, uma vez por dia durante 7 dias,
seguida de 1 mg/kg PO uma vez por dia indefinidamente (Argyle, 2008).

A ciclofosfamida apresenta uma resposta semelhante ou ligeiramente superior a conseguida
pela prednisona e prednisolona. A dose recomendada em canideos varia consoante o
protocolo, entre 50 mg/m?, PO, um vez por dia durante 4 dias (McKnight, 2003), e 50 mg/m?
em dias alternados, até 8 semanas (Kitchell, 2005). Alternativamente pode ser administrada na
dose de 150 a 300 mg/m* EV cada 3 semanas (Kitchell, 2005), simultaneamente com
furosemida (1 mg/kg) de forma a diminuir a incidéncia de cistite hemorragica estéril
(McKnight, 2003).

O clorambucil apresenta uma eficacia inferior na inducdo da remissdo quando comparado

com a ciclofosfamida. Duma maneira geral € utilizado, em doses variaveis (0,1 mg/kg e 2-
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8mg/m?) (Lana, 2003), como um substituto da ciclofosfamida quando ocorre cistite
hemorragica estéril (\Vonderhaar & Morrison, 1998).

A vincristina € um alcaléide eficaz contra 0 LMC que quando usado isoladamente permite
obter tempos de remissdo entre 3 a 6 meses (Vonderhaar & Morrison, 1998). Este é um
farmaco importante no uso de protocolos mais complexos. O uso de vincristina como agente
(nico na quimioterapia é realizado na dose de 0,5 mg/m? EV uma vez por semana. Esta dose
pode ser aumentada gradualmente até um méximo de 0,75 mg/m?, em cées de grande porte
(Kitchell, 2005).

A doxorrubicina é o farmaco mais eficaz, quando usado isoladamente, no tratamento do LMC
(Vonderhaar & Morrison, 1998; Argyle, 2008), sendo administrado por via endovenosa lenta
cada 21 dias num total de 5 doses ao longo de 15 semanas (Argyle, 2008). A dose é de
30mg/m® EV, sendo que em canideos com peso inferior a 10 kg a dose é de 1mg/kg. Esta
reducdo na dose deve-se a0 aumento da toxicidade quando a dosagem € feita com base na
superficie corporal (Lana, 2003). Além disso, as doses deverdo estar de acordo com 0s
resultados do electrocardiograma (Kitchell, 2005), pois este farmaco possui toxicidade
cardiaca aguda e crénica (Mauldin, Fox, Patnaik, Bond, Mooney & Matus, 1992; McKnight,
2003). A dose méxima cumulativa que devera ser administrada é de 180 a 240 mg/m?, sendo
que doses acima deste limite aumentam a probabilidade de faléncia cardiaca (Kisseberth,
2003).

A epirubicina é um analogo da doxorrubicina que apresenta uma cardiotoxicidade inferior e
um tempo de remissdo e sobrevivéncia semelhante apresentando-se como uma alternativa
viavel (Vonderhaar & Morrison, 1998).

A mitoxantrona, usada como agente Unico no tratamento de cdes previamente tratados ou néo,
nao apresenta uma eficicia tdo elevada como a doxorrubicina (Ogilvie et al., 1991). No
entanto, pode ser usada em sua substituicdo em canideos com doencga cardiaca concomitante
(Vonderhaar & Morrison, 1998). A dose é de 5,5 mg/m? EV cada 3 semanas (Lana, 2003).

A lomustina (CCNU) pode ser considerada numa primeira abordagem terapéutica de agente
Unico se o proprietario do animal pretender um tratamento mais simples e conveniente, ja que
as visitas a clinica sdo reduzidas devido a possibilidade da administracdo oral ser feita pelo
proprietario do animal. No entanto estes devem estar cientes do curto periodo de tempo de
sobrevivéncia esperado, em média 3 meses (Moore et al., 1999). Este farmaco é usado mais
frequentemente nas recidivas do LM multicéntrico, na dose de 60 a 90mg/m* PO cada 3
semanas (Argyle, 2008).
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7.1.2 Protocolos quimioterapicos de multiplos agentes

A teoria subjacente a utilizacdo de protocolos mais complexos é de que os farmacos, usados
simultaneamente no mesmo plano terapéutico, devem ter diferentes mecanismos de accao, e
eficacia em diferentes fases do ciclo celular. Desta forma é possivel destruir um maior niimero
de células tumorais, sem aumentar as resisténcias aos farmacos (Vonderhaar & Morrison,
1998).

O LMC é tipicamente tratado com protocolos ciclicos que englobam a combinacdo de alguns
ou todos os seguintes agentes: ciclofosfamida, vincristina, prednisona, L-asparaginase e
doxorrubicina (Garrett et al., 2002; Simon, Nolte, Eberle, Abbrederis, Killich & Hirschberger,
2006), pois estes sdo os farmacos mais eficazes na abordagem desta doenca (Hosoya et al.,
2007).

Existem duas abordagens quimioterapicas principais para canideos com LM, uma utilizando
um protocolo baseado no COP (ciclofosfamida, vincristina e prednisona) e outra um
protocolo CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona) (Hosoya et al.,
2007).

Uma das principais vantagens da abordagem feita com os protocolos derivados do CHOP é o
facto de os cdes poderem ser tratados durante um periodo de tempo limitado, sem passarem
necessariamente por uma fase adicional de manutencdo. Esta contrapartida é bastante
relevante em medicina humana, onde os efeitos adversos da quimioterapia sdo bastante altos,
0 que nao se verifica em medicina veterinaria onde apenas uma minoria dos canideos
desenvolve toxicidade significativa (Vail & Young, 2007). No entanto existe, regra geral, uma
maior probabilidade deste tipo de protocolo causar toxicidades mais severas (mielossupressao
e efeitos gastrointestinais) do que os protocolos COP (Couto, 2009).

Hosoya et al. (2007) verificaram, num estudo em 101 cdes com LM multicéntrico tratados
com versdes dos dois tipos de protocolo (COP e CHOP), que a probabilidade da obtengéo da
RC ou RP e o tempo médio de vida eram semelhantes em ambos os protocolos. Apenas a
duracdo média da primeira remissdo foi superior no protocolo CHOP (174 versus 94 dias).
Uma vez que o0s custos acabam também por ser aproximados em ambos o0s tipos de
terapéutica, parece ndo existir nenhuma vantagem evidente num ou noutro tipo de abordagem,
dependendo a escolha de uma variedade de factores relacionados com o proprietario, o
paciente e 0 médico veterinario (Couto, 2009).

7.1.2.1 Protocolos baseados no COP
Os protocolos de tratamento mais antigos usados em medicina veterinaria resultam da

combinagdo da ciclofosfamida, vincristina e prednisona, sendo relativamente simples, bem
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tolerados e bem sucedidos em pacientes caninos (Vail & Young, 2007). Os resultados obtidos
por estas primeiras abordagens terapéuticas correspondiam a 60 a 70% de RC e tempo médio
de vida de 6 a 7 meses (Cotter & Goldstein, 1983 citado por Vail & Young, 2007).

Existem varios protocolos derivados do COP, como por exemplo o protocolo COAP
(ciclofosfamida, vincristina, citosina arabindsido e prednisona) que é relativamente pouco
agressivo e surge como uma op¢édo para induzir a remissao da doencga (Couto, 2009) (Tabela
6).

Quando se opta por uma terapéutica com base no COP deve ter-se em conta que este se
encontra dividido em varias fases: inducdo da remissdo, intensificacdo, manutencdo e
reinducédo da remissao ou “emergéncia”.

A primeira fase de inducgéo dura cerca de 6 a 8 semanas e deve ser acompanhada por visitas
semanais ao médico veterinario. Se no fim desta etapa o paciente ndo se encontrar em RC é
indicada a fase de intensificacdo (Tabela 6). Em caso de RC € iniciada a fase de manutencéo,
que pode ser feita entre 1 a 4 vezes. Neste caso, a monitorizacdo necessaria € menos intensiva
e dispendiosa e a toxicidade € minima, estando apenas associada a problemas gastrointestinais
causados pelo metotrexato (Couto, 2009). Apesar do efeito do uso ou ndo uso da fase de
manutencdo neste tipo de protocolo ainda néo ter sido correctamente avaliado, a experiéncia
sugere que sem a terapéutica de manutencdo, os cées tratados com este protocolo recidivam
pouco tempo depois da inducdo (Hosoya et al., 2007).

Em caso de recidiva pode-se optar pela adicdo de um quarto farmaco ao protocolo de
manutencdo LMP (clorambucil, metotrexato e prednisona), usualmente a vincristina (0,5-0,75
mg/m?, EV, q1-2 semanas) (Tabela 6). Duma maneira geral esta é suficiente para reinduzir a
remisséo e manté-la por semanas ou meses (Couto, 2009).

A fase de manutencdo continua até o tumor recidivar, altura em que se inicia a fase de
reinducdo, semelhante em tudo a primeira inducdo e a que se segue novamente a fase de
manutencéo.

O tratamento com este protocolo resulta numa RC em 1 a 14 dias a partir do inicio da terapia,
que se prolonga por 3 a 6 meses, em mais de 85% nos cées (Couto, 2009).

Entre outros protocolos com capacidade de reinducdo da remissdo, esta o protocolo de
“emergéncia” D-MAC (dexametasona, actinomicina D, citosina arabindsido e melfalan)
(Tabela 6), que resulta numa remissédo de aproximadamente 61 dias em 70% dos cdes com
linfoma recidivante e possui menor toxicidade quando comparado com protocolos que contém
doxorrubicina. Se for obtida uma RP ou RC, depois da administracdo de 4 a 6 ciclos deste
protocolo, o paciente pode comecar a fase de manutengdo novamente. Caso a resposta ao D-

MAC seja reduzida, é recomendado recorrer ao protocolo CHOP (Couto, 2009).
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Tabela 6 - Protocolos quimioterapicos aplicados ao linfoma maligno no cdo (adaptado de
Couto, 2009).

Protocolos Dosagens
Inducéo:
COAP Ciclofosfamida 50 mg/m?, PO q 48h

Vincristina 0,5 mg/m? EV semanalmente
Citosina arabinésido 100 mg/m? diariamente EV/SC durante 4 dias

Prednisona 50 mg/m? PO g24h durante 1semana, seguido de 20mg/m? PO g48h

Intensificacdo | L-Asparaginase 10,000-20,000 IU/m? IM em 1 ou 2 doses
ou

Vincristina 0,5-0,75 mg/m? EV g1-2 semanas

Manutencéo:

LMP Clorambucil 20 mg/m? PO g2 semanas
Metotrexato 2,5 mg/m? PO 2 ou 3 vezes por semana
Prednisona 20 mg/m? PO g48h

Emergéncia:

D-MAC Dexametasona 0,23 mg/Kg PO ou SC nos dias 1 e 8
Actinomicina D 0,75 mg/m? EV no dia 1
Citosina arabinésido 200-300 mg/m® EV em 4 horas ou SC no dia 1
Melfalan 20 mg/m? PO no dia 8

AC Doxorrubicina 30 mg/m? ou 1mg/kg para cdes com menos de 10kg EV no dia 1
Ciclofosfamida 100-150 mg/m? PO no dia 15 e 16

CHOP Ciclofosfamida 200-300 mg/m? PO no dia 10

Doxorrubicina 30 mg/m? ou 1 mg/kg para cdes com menos de 10kg EV no dia 1
Vincristina 0,75 mg/m? EV no dia 8 e 15
Prednisona 20-25 mg/m? PO g48h

7.1.2.2 Protocolos baseados no CHOP

Os protocolos de doxorrubicina combinada com ciclofosfamida, vincristina e prednisona sao
de uma maneira geral conhecidos por protocolos CHOP (Garrett, Thamm, Chun, Dudley &
Vail, 2002) e foram inicialmente desenvolvidos para o tratamento do linfoma humano (Vail &
Young, 2007).

A maioria destes protocolos incluem, além dos farmacos ja referidos, também uma dose da

enzima L-asparaginase (L-CHOP) no inicio da indugdo. Alguns autores defendem que esta
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resulta numa resposta inicial elevada e numa primeira remissdo mais longa (Vail & Young,
2007). Estes protocolos que englobam os 5 farmacos estdo associados a RC de 65 a 97%
(Rassnick et al., 2007). Outros autores verificaram no entanto, ndo haver diferencas
significativas na duragdo da primeira remisséo (217 sem L-ASP versus 206 com L-ASP), no
tempo de sobrevivéncia (308 sem L-ASP versus 310 com L-ASP) e na prevaléncia/ tipo/ grau
de toxicidade em cées tratados com ou sem L-asparaginase. Desta forma, parece ser mais
apropriado ndo utilizar esta enzima no protocolo de inducdo, ndo s6 devido aos seus custos
elevados, baixa disponibilidade e elevada toxicidade (Northrup et al., 2002), mas também pela
vantagem de a reservar para casos de recidiva ou como protocolo de ‘“emergéncia”
(MacDonald, Thamm, Kurzman, Turek &Vail, 2005)

Um exemplo de protocolo baseado no CHOP é o da University of Wisconsin Madison (UW-
Madison) (Tabela 7).

No protocolo da University of Wisconsin Madison apds as 25 semanas repetem-se as
administragdes da semana 11 a 25 com intervalos de 3 semanas durante um ciclo e depois
novamente com intervalos de 4 semanas. Uma vez que, conforme referido, a dose cumulativa
de doxorrubicina que é administrada ndo deve exceder os 180-240 mg/m?, esta deve ser
substituida nestes ciclos pelo metotrexato. Se o animal se encontrar livre da doenca ao fim das

104 semanas que dura o protocolo toda a terapia deve ser parada (Garrett et al., 2002).

Tabela 7 - Protocolo quimioterdpico da University of Wisconsin Madison (adaptado de
Garrett et al., 2002).

Semanas
Protocolo 1 2 3 4 6 7 8 9 11 13 15 17 19 21 23 25
L-asparaginase X
(400 1U/kg SC)
Vincristina X X X X X X X X
(0,7 mg/m? EV)
Ciclofosfamida X X
(200 mg/m? EV)
Clorambucil X X
(1,4 mg/kg PO)
Doxorrubicina X X X
(30 mg/m? EV)
Metotrexato X
(0,8 mg/kg EV)
Prednisona 2mg/kg PO g24h durante 7 dias; 1,5mg/kg PO g24h nos 7 dias seguintes;

seguido de 1mg/kg PO g24h por 7 dias; por fim 0,5mg/kg PO por 7 dias

Substituir pelo Clorambucil se o animal entrar em RC

43



Um aspecto ainda pouco esclarecido nestes protocolos CHOP usados no LMC é a davida
sobre a necessidade da terapéutica de manutencdo como um componente da abordagem do
LM (Garrett et al., 2002). Por esta razdo tém sido sugeridos protocolos menos prolongados e
sem esta fase do tratamento (Chun et al., 2000; Moore et al., 2001; Garrett et al., 2002; Simon
et al., 2006).

Num estudo de Chun et al. (2000), foi avaliada a eficacia e a toxicidade de um protocolo de
25 semanas derivado do UW-Madison com doses mais elevadas (ciclofosfamida: 250mg/m?;
doxorrubicina: 37,5mg/m* sem substituicdo pelo clorambucil ou metotrexato) e sem a fase de
manutencdo. Verificou-se que a duragdo da remisséo e o tempo de sobrevivéncia ndo diferia
significativamente entre os animais tratados com o protocolo convencional (UW-Madison) ou
com 0 mais intensivo. No entanto, a toxicidade deste tipo de protocolo exige precaucfes na
sua utilizacdo, sendo necessarias mais investigacdes que incidam na utilizacdo de terapéuticas
menos prolongadas com as doses usuais (Chun et al., 2000).

Assim, Garrett et al. (2002) verificaram que uma versdo modificada do UW-Madison sem
fase de manutencdo (UW-25 de 6 meses) (Tabela 8), apresentava uma RC e resultados no
tempo de sobrevivéncia semelhantes a um protocolo idéntico, mas com uma fase de

manutencéo prolongada.

Tabela 8 - Protocolo quimioterapico baseado no CHOP (UW25) (adaptado de Garrett et al.,
2002).

Semanas
Protocolo 1 2 3 4 6 7 8 9 11 13 15 17 19 21 23 25
L-asparaginase X
(400 1U/kg SC)
Vincristina X X X X X X X X
(0,7 mg/m? EV)
Ciclofosfamida X X X X
(200 mg/ m*EV)
Doxorrubicina X X X X
(30 mg/m? EV)
Prednisona 2mg/kg PO g24h durante 7 dias, 1,5mg/kg PO ¢24h nos 7 dias
seguintes, seguido de 1mg/kg PO g24h por 7 dias, por fim 0,5mg/kg
PO por 7 dias

Esta abordagem terapéutica foi bem tolerada pelos animais, encontrando-se 92% em RC ao
fim dos 6 meses de tratamento. Apés a recidiva, a administracdo do mesmo protocolo para a

reinducdo permitiu que os cées entrassem na segunda RC. Deste modo, e ainda segundo 0s
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mesmos autores, no uso de quimioterapias agressivas com agentes multiplos incluindo a
doxorrubicina, a fase de manutencdo ndo tem vantagens significativas na sobrevivéncia dos
pacientes.

Mais recentemente foi estudado um outro protocolo CHOP de 12 semanas, sem fase de
manutencdo, numa tentativa ndo s6 de avaliar a sua eficacia e toxicidade, como também de
limitar os custos e o tempo usado na terapéutica. A RC obtida foi em cerca de 76% dos caes e
a duracdo média da primeira remissdo foi de 243 dias. Apesar dos outros protocolos
apresentarem tempos de remissao superiores, 0s resultados deste estudo suportam, mais uma
vez, a conclusdo de que a terapia de manutencdo ndo se demonstra necessaria para se obter
resultados satisfatorios no tratamento do LMC (Simon et al., 2006).

Um outro protocolo CHOP bem tolerado pelos pacientes caninos, sem fase de manutencao, e
de apenas 19 semanas de tratamento tem sido também usado com éxito por alguns clinicos
(Vail & Young, 2007) (Tabela 9).

Tabela 9 - Protocolo quimioterapico baseado no CHOP (adaptado de Vail & Young, 2007).

Semanas
Protocolo 1 2 3 4 6 7 8 9 11 12 13 14 16 17 18 19

Vincristina X X X X X X X X
(0,7 mg/m?EV)
Ciclofosfamida X X X X
(250mg/m?EV)
Doxorrubicina X X X X
(30mg/m* EV)

Prednisona 2mg/kg PO g24h durante 7 dias, 1,5mg/Kg PO g24h nos 7 dias seguintes,

seguido de 1mg/kg PO g24h por 7 dias, por fim 0,5mg/kg PO por 7 dias

7.1.3 Protocolos quimioterapicos de reinducdo ou emergéncia

Foram estudadas varias estratégias terapéuticas com o objectivo de eliminar os sinais minimos
da doenca que pudessem levar a recidiva, nos animais que se encontram em RC apds a fase de
inducdo quimioterépica. Entre elas incluem-se as altas doses de quimioterapia com
(Frimberger, Moore, Rassnick, Cotter, O’Sullivan & Quesenberry, 2006) ou sem (Chun et al.,
2000) transplante de medula éssea, as doses convencionais de manutencdo (Garrett et al.,
2002), a radioterapia (Williams et al., 2004; Axiak et al., 2006) e a introdugdo de novos
farmacos no protocolo (Morrison-Collister et al., 2003). Contudo, as doses Optimas, a

frequéncia e o numero de ciclos de manutencdo a aplicar para os cdes que entram em RC
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encontram-se ainda por estabelecer. Segundo Rassnick et al. (2007), quer o protocolo
combinado CCNU (lomustina) /MOPP (mecloretamina, vincristina, procarbazina e
prednisona) quer a radioterapia de corpo inteiro, ambos usados no tratamento dos cdes com
LM apds a indugdo da remissdo, ndo apresentam vantagens sobre o uso do protocolo CHOP
convencional, relativamente ao tempo de remisséo e de sobrevivéncia.

Na primeira recidiva do LM é recomendado que a reinducdo seja feita com o protocolo que
teve sucesso na inducdo inicial (com a excepcdo dos cdes que receberam doses maximas
cumulativas de doxorrubicina) (Vail, 2003). Duma maneira geral, a durabilidade da resposta é
cerca de metade da encontrada no tratamento inicial, embora uma boa parte dos animais
usufrua de uma reinducdo longa, especialmente se tiverem completado o tratamento de
inducdo e ndo se encontrarem a fazer quimioterapia no momento da recaida (Vail & Young
2007).

Em caso de falha da reinducéo, ou se os canideos sdo refractarios a fase de inducdo inicial,
pode-se recorrer ao uso de protocolos de “emergéncia”. Existem farmacos ou combinacGes
deles, alguns ndo incluidos nos protocolos CHOP, que se encontram reservadas para 0S casos
em que surgem resisténcias. Alguns exemplos destes farmacos com eficacia no LMC séo a
actinomicina D (Bannink, Sauerbrey, Mullins, Hauptman & Obradovich, 2008), mitoxantrona
(Lucroy, Phillips, Kraegel, Simonson & Madewell, 1998), doxorrubicina (caso néo tenha feito
parte do protocolo de inducdo) (Vail, 2003), doxorrubicina/decarbazina (Van Vechten,
Helfand & Jeglum, 1990), lomustina (Moore et al., 1999) e 0 MOPP (Rassnick, Mauldin, Al-
Sarraf, Mauldin, Moore & Mooney, 2002). Contudo, apenas 40 a 50% dos animais respondem
a esta abordagem terapéutica, sendo a duracdo da remisséo de aproximadamente 1,5 a 2 meses
(Vail & Young, 2007).

Concluindo, devido ao facto do efeito paliativo, mais do que a cura, se apresentar como 0
principal papel em oncologia veterinéria (Eberle & Mischke, 2009), surge a necessidade do
desenvolvimento de protocolos que reduzam o nimero de visitas do paciente a clinica, assim

como os custos e a toxicidade do tratamento (Moore et al., 2001).

7.2 Efeitos adversos da quimioterapia

Duma maneira geral, os agentes quimioterapicos sdo farmacos ndo selectivos, provocando a
destruigdo das células tumorais e de algumas células normais (Couto, 2009).

A toxicidade esta geralmente associada a 6rgdos onde a divisao celular é mais rapida, como a

medula 6ssea e as células das vilosidades intestinais. Assim, os sinais de toxicidade mais
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frequentes sdo a mielossupressdo e os efeitos gastrointestinais. Outros efeitos adversos que
podem estar presentes incluem as reaccOes anafilaticas, toxicidades dermatoldgicas e
pulmonares, pancreatite, toxicidade cardiaca, neurotoxicidade, urotoxicidade e hepatopatias.
Além destes efeitos directos dos farmacos nos diferentes sistemas de 6rgdos, a morte rapida
das células tumorais pode causar alteracbes metabdlicas subitas (hiperuricémia,
hiperfosfatémia e hipercalémia) que podem implicar sinais clinicos agudos (prostracéo,
vomito, diarreia), mimetizando a toxicidade do farmaco. Esta sindrome é conhecida como
sindrome da lise tumoral aguda (Couto, 2009).

Seguidamente sdo descritas as toxicidades mais frequentes associadas aos varios
quimioterapicos (Tabela 10).

Tabela 10 - Toxicidades associadas aos agentes quimioterapicos (adaptado de Couto, 2009).

Toxicidade DOX  ACT CTX LEUK MIT MTX  araC L-asp  VCR DTIC  CCNU
Mielossupresséo X X X X X X X X
Gastrointestinal X X X X X X X

Cardiaca X

Dermatolégica X X X X X

Urotoxicidade X

Hepatotoxicidade X X X X
Pancreatite X X X X X X
Neurotoxicidade X

Anafilaxia X X

DOX, doxorrubicina; ACT, actinomicina D; CTX, ciclofosfamida; LEUK, clorambucil; MIT, mitoxantrona; MTX,
metotrexato; araC, citosina arabinésido; L-asp, l-asparaginase; VCR, vincristina; DTIC, dacarbazina; CCNU, lomustina

7.2.1 Toxicidade hematoldgica

A toxicidade hematoldgica é a complicacdo mais comum decorrente do uso da quimioterapia.
As citopénias que ocorrem podem ser graves e implicar a suspensdo temporaria ou definitiva
dos agentes quimioterapicos, sendo a neutropénia e a trombocitopénia as mais frequentes
(Couto, 2009). A anemia induzida pela quimioterapia é rara (McKnight, 2003).

Casos graves de mielossupressdao podem levar ao desenvolvimento de sépsis exigindo
antibidticos de largo espectro e tratamento de suporte (fluidoterapia, antieméticos, etc.)
(McKnight, 2003).
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A doxorrubicina, ciclofosfamida, clorambucil, metotrexato, citosina arabindsido, vincristina e
lomustina sdo alguns dos farmacos mais frequentemente associados a este tipo de toxicidade
(Tabela 10).

7.2.2 Toxicidade gastrointestinal

A toxicidade gastrointestinal mais frequente é a combinacdo de anorexia, vOmito e nausea e a
gastroenterocolite que provoca diarreia hemorragica (Couto, 2009).
A doxorrubicina, ciclofosfamida, clorambucil, metotrexato, citosina arabindsido e vincristina

surgem por vezes associados ao vomito, ndusea e diarreia (Couto, 2009).

7.2.3 Reacc0es anafilaticas

Os sinais clinicos associados a reac¢des de hipersensibilidade aos agentes quimioterapicos
podem surgir durante ou imediatamente ap0s a sessdo de quimioterapia. Incluem agitacao,
eritema, vomito, diarreia e, por vezes, colapso devido a hipotensao.

A L-asparaginase e a doxorrubicina s&o os farmacos mais frequentemente associados a estas

reacgOes adversas (McKnight, 2003).

7.2.4 Toxicidade dermatoldgica

A toxicidade dermatoldgica associada a quimioterapia é rara em canideos. Pode implicar
necrose local dos tecidos (por aplicacdo perivascular), alopécia, atraso no crescimento dos
pélos e hiperpigmentacdo cutanea da face, abdémen e flancos (Couto, 2009).

A vincristina e a doxorrubicina sdo exemplos de farmacos vesicantes que devem ser sempre
administrados de forma endovenosa de maneira a evitar a necrose local dos tecidos
(McKnight, 2003). Quando existe infiltragdo subcutanea destes agentes o0s sinais ocorrem 1 a
7 dias ap6s a administracdo de vincristina e 7 a 10 dias apds a de doxorrubicina. As leses
ligeiras a moderadas devem ser controladas com os tratamentos basicos, tais como 0s pensos e
meios de controlo da dor. Nestes casos esta indicada também a aplicacdo de toalhas frias na
zona da lesdo. Nos casos em que as reaccOes sdo graves estdo aconselhados o desbridamento
cirtrgico da zona afectada e os enxertos de pele (Lana, 2003).

Apesar de ndo causar problemas clinicos graves e de ser pouco frequente comparativamente
ao que acontece ao ser humano, a queda do pélo dos pacientes canideos é muitas vezes uma
preocupagdo para 0s proprietarios. Nestes casos é aconselhado terminar ou descontinuar a
terapéutica de forma a permitir o crescimento do novo pélo. No entanto este pode surgir com

textura e cor ligeiramente diferente (McKnight, 2003). Os farmacos mais frequentemente
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associados a este problema sd@o ciclofosfamida, clorambucil, metotrexato e citosina
arabinosido.

7.2.5 Cardiotoxicidade

A cardiotoxicidade, aguda ou cronica, é relativamente frequente em canideos sujeitos a
quimioterapia, principalmente nos tratamentos com doxorrubicina. As reacgdes agudas
ocorrem durante ou logo apds a sessdo de quimioterapia, sendo caracterizadas essencialmente
por arritmias cardiacas. A toxicidade cronica estd associada ao desenvolvimento de

cardiomiopatia dilatada (Couto, 2009).

7.2.6 Urotoxicidade

A urotoxicidade associada a quimioterapia € pouco frequente em canideos. Apesar disso, a
nefrotoxicidade e a cistite hemorragica estéril podem surgir associadas a alguns farmacos.

A nefrotoxicidade surge associada a substancias nefrotéxicas como a doxorrubicina e
metotrexato. A cistite hemorragica estéril é frequente no tratamento crénico com
ciclofosfamida e manifesta-se por polidria, hematiria e disuria (Couto, 2009). Nestes casos a
terapéutica deve ser interrompida e substituida pelo clorambucil (1,4mg/kg PO). Como forma
de prevencdo pode-se recorrer ao uso concomitante de furosemida (1mg/kg EV), como
referido anteriormente (Vail & Young, 2007), pelas suas acc¢des diuréticas.

7.2.7 Outras toxicidades

A hepatotoxicidade, a neurotoxicidade e a toxicidade pulmonar, associadas a administracdo
quimioterapica, sdo extremamente raras em canideos (Couto, 2009).

7.3 Radioterapia

A radioterapia é uma terapéutica local, sendo o seu uso limitado nos casos de LM
multicéntrico. No entanto, uma vez que os linfoblastos sdo células radiosensiveis, a terapia
por radiacdo acaba por exercer um papel relevante em alguns casos de alteragdes localizadas.
E o caso por exemplo do papel paliativo nos casos em que os linfonodos submandibulares néo
respondem a quimioterapia, provocando dispneia inspiratéria (Ettinger, 2003).

Contudo, se por um lado a radiacdo de corpo inteiro é apenas eficaz quando acompanhada de
um transplante de medula 6ssea, por outro a radioterapia de meio corpo, aplicada ao LMC,
ndo resulta numa remisséo longa e possui complicacées significativas (Ettinger, 2003).
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A radiacdo de meio corpo tem vindo a ser avaliada para uso na manutencao e consolidacéo da
terapéutica combinada com quimioterapia (Williams et al., 2004; Axiak et al., 2006). Segundo
Williams et al. (2004), este tipo de abordagem, usada ap6s a indugdo quimioterapica, € bem
tolerada pelos animais e podera aumentar a duracdo da remisséo relativamente ao uso isolado
de protocolos convencionais. No entanto este aumento ndo é suficiente para ser considerado

clinicamente relevante e para justificar os custos que lhe sdo inerentes (Williams et al., 2004).

7.4 Outros tratamentos

Além dos quimioterdpicos convencionais estdo também descritos tratamentos alternativos. Os
tratamentos com agentes bioldgicos possuem beneficios discutiveis no uso no LMC (Vail &
Young, 2007). A utilizagdo de vacinas aut6logas, com extractos de células tumorais mortas
(Weller, Theilen, Madewell, Crow, Benjamini & Villalobos, 1980b; Young, Barnsley &
Whereat; 1988) e a aplicacdo de imunomodeladores, como o Levamisol (MacEwen, Hayes,
Mooney, Patnaik, Kurzman & Hardy, 1985), combinados com protocolos de quimioterapia,
sdo alguns exemplos de terapéuticas ja testadas em canideos com LM que necessitam de mais
estudos que determinem a sua eficacia (Vail & Young, 2007).

Por outro lado, o uso de agentes antiangiogénicos, associados a quimioterapia convencional,
demonstra-se eficaz no uso do LMC (Wolfesberger et al., 2008).

Quanto a terapia nutricional, esta € um componente na abordagem da caquexia provocada
pelo tumor, e uma forma de controlo de algumas alteragdes metabdlicas que surgem no
avanco da doenga (Ogilvie, 2003). Assim, a dieta dada aos pacientes caninos que
desenvolvem uma neoplasia deve ser relativamente baixa em carbohidratos simples, conter
uma quantidade moderada de proteinas de alto valor bioldgico e facilmente digeriveis, uma
quantidade moderada de &cidos gordos poliinsaturados e fibra soltvel e insolavel (Ogilvie,
2003). Existem também estudos que demonstram que a utilizacdo de antioxidantes (por
exemplo, B-carotenos, retindides, vitaminas C e E) (Wakshlag & Kallfelz, 2008) permite
reduzir o risco de desenvolvimento tumoral e aparecimento de metéstases (Ogilvie, 2001). A
suplementacdo com estes nutrientes deve ser evitada durante os periodos de quimioterapia ou
radiacdo, uma vez que parecem contrariar os efeitos destes farmacos ao favorecer a

sobrevivéncia das células tumorais durante estes periodos (Wakshlag & Kallfelz, 2008).
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8. Prognadstico

Apesar de serem raros 0s casos de cura de LMC (<10%), é frequente conseguir-se uma boa
resposta a terapéutica e uma boa qualidade de vida durante o tempo de remissdo (Vail
&Young, 2007). Como referido anteriormente, um animal ao qual ndo seja administrada
qualquer tipo de terapéutica apresenta um pior prognostico, sendo o tempo de vida esperado
de aproximadamente 4 a 8 semanas. Por outro lado, uma terapéutica quimioterapica com
agentes multiplos esta associada a um melhor prognoéstico comparativamente a tratamentos
com um Unico farmaco.

Existem numerosos factores, muitos deles controversos, que influenciam a evolugdo da
doenca tornando o prognoéstico bastante variavel e dificil de estabelecer (Vail & Young,
2007). Alguns factores que foram descritos como tendo influéncia na sobrevivéncia dos
animais, e 0 seu grau de associagdo ao progndéstico encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11 - Factores de progndstico para o linfoma canino (adaptado Vail & Young, 2007).

Factor Grau de associagdo com o progndstico

Imunofendtipo Forte

Linfadenomegalia mediastinica cranial ~ Forte

Localizacdo anatémica Forte
Sub-estadio clinico da OMS Forte
Tratamento prévio com esterdides Forte
Estadio clinico da OMS Moderado*
Expressdo da P-glicoprotéina Moderado*
Hipercalcémia Moderado*
Histopatologia Moderado*
indices proliferativos Moderado*
Género Fraco

* Requer mais investigacdes

Apesar de Dobson et al. (2001) ndo terem encontrado uma relagdo significativa entre o sub-
estadio da OMS e a sobrevivéncia dos canideos, os dois factores que, duma forma mais
unanime, apresentam um valor de prognostico mais consistente no LMC sdo o fendtipo
celular e o sub-estadio da OMS (Vail & Young, 2007). Assim duma maneira geral, canideos
com linfoma de origem nas células T (Teske et al., 1994a; Kiupel et al., 1999; Dobson et al.,
2001; Ponce et al., 2004) e/ou pertencentes ao sub-estadio b (Keller, MacEwen, Rosenthal,
Helfand & Fox, 1993; Chun et al., 2000; Garrett et al., 2002) estdo associados a tempos de

remissao e de sobrevivéncia menores.
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Por outro lado, o estadio clinico da OMS surge também envolto em controvérsia com autores
a defenderem o seu valor de prognostico (Jagielski, Lechowski, Hoffmann-Jagielska &
Winiarczyk, 2002; Lana, Tracey, Jackson, Burnett, Morley & Avery, 2006; Kaiser et al.,
2007) e outros a ndo encontrarem uma relacédo significativa entre esta classificagdo e o tempo
de vida e remisséo (Garrett et al., 2002; Flory et al., 2007; Couto, 2009).

O tumor pode ser classificado em alto, intermédio ou baixo grau de malignidade (Cullen,
Page & Misdorp, 2002). Esta caracteristica tumoral tem sido descrita em alguns estudos como
tendo também relevancia na avaliagdo do paciente, estando os de alto grau associados a
indices de RC maiores e a espacos de tempo até a recidiva menores (Teske et al., 1994a;
Ponce et al., 2004). Contudo, a capacidade de prever a resposta aos tratamentos com base
nestes subtipos histopatolgicos continua a ser ainda bastante limitada (Vali & Young, 2007).
A localizacdo anatomica tem também uma importancia consideravel no prognéstico da
doenca, na medida em que as formas digestiva, cutanea, hepatoesplénica e do sistema nervoso
central (Vail & Young, 2007), assim como a presenca concomitante de linfadenomegélia
mediastinica (Starrak et al., 1997) estdo associados a um progndstico mais grave.

O género a que pertencem 0s pacientes caninos, apesar de controverso, podera influenciar a
evolucdo da doenga, sugerindo alguns estudos que o prognostico € mais favoravel nas fémeas
do que nos machos (Page et al., 1992; Keller et al., 1993; Sauerbrey, Mullins, Bannink, Van
Dorp, Kaneene & Obradovich, 2007).

Também os niveis séricos de TK (Von Euler et al., 2004) e do factor de crescimento do
endotélio vascular (Gentilini et al., 2005) assim como, a expressdo da P-glicoproteina, tém
sido descritos como potenciais factores de mau prognostico do LMC (Bergman, Ogilvie &
Powers, 1996; Ettinger, 2003).

A hipercalcémia apresenta-se como um factor negativo principalmente quando relacionada
com o fendtipo T ou com a diminui¢cdo da funcdo renal (Kaiser, Fidel, Roos & Kaser-Hotz,
2007). Por outro lado, conforme referido, também a medicacdo com glucocorticoides antes da
instituicdo de protocolos quimioterapicos mais complexos, esta associado a tempos de
remissdo mais curtos (Price, Page, Fischer, Levine & Gerig, 1991).

Além dos factores ja referidos, num estudo de Garrett et al. (2002) o peso do animal surge
com um valor de progndéstico significativo, sendo que animais de pequenas dimensfes
apresentam tempos de sobrevivéncia superiores aos cdes de maior porte. Isto podera dever-se
ao facto de as doses serem feitas com base na area corporal, recebendo assim os cdes mais
pequenos doses proporcionalmente mais intensas de quimioterapia.

A medicdo da actividade proliferativa das células tumorais, através por exemplo do anticorpo

Ki-67 e do indice de AgNOR, tem-se demonstrado como um factor de progndstico
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significativo em cées tratados com protocolos combinados de quimioterapia (Kiupel et al.,
1999; Phillips et al., 2000; Valdovich et al., 2004) (Ver capitulo do Diagnostico e
estadiamento). No entanto os resultados obtidos em diferentes estudos s&o ainda
contraditorios (Dobson et al., 2001).

Num estudo recente, Miller, Morley, Rao, Avery, Lana e Olver (2009) verificaram a
associagéo entre um menor tempo de sobrevivéncia em cdes com LM e a presenca de anemia
numa fase inicial do diagnostico. A existéncia de anemia demonstra-se assim como um

importante factor de mau prognostico da doenca (Miller et al., 2009).
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I11. Estudo de linfoma maligno multicéntrico em canideos, observados no
Hospital Escolar da FMV-UTL

1. Materiais e métodos

Durante o estagio curricular, realizado no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina
Veterinaria de Lisboa (FMV), no periodo de 15 de Setembro de 2008 a 15 de Fevereiro de
2009, foram observados 6 canideos com linfoma maligno multicéntrico. Terminado este
periodo, a observacao e seguimento de mais 2 casos prolongou o estudo até ao dia 3 de Junho
de 2009 (Tabela 12).

A componente pratica da presente dissertacdo incide assim na analise de uma amostra de 8
canideos com manifestacdes clinicas de linfoma maligno multicéntrico e com diagndsticos
citolégicos e/ou histoldgicos de linfoma maligno.

O diagndstico de linfoma maligno canino foi realizado por analise citolégica de linfonodo
(n=7) (al, a2, a4, a5, a6, a7, a8), baco (n=2) (a3, ad4) e medula dssea (n=1) (a4) (Anexo 1).
Destes casos, todos foram observados no laboratério de Anatomia Patologica da FMV, com
excepcdo de uma citologia de linfonodo (a7) realizada no laboratério “DNAtech”. Num dos
casos (a3), além da citologia esplénica, foram realizados também exames histolégicos,
hepatico e testicular, no laboratdrio de Anatomia Patologica da FMV.

O diagndstico de linfoma maligno multicéntrico foi realizado antes do inicio do estagio em 3
(37,5%) animais, durante o estagio em 3 (37,5%) animais e apds a conclusdo do estagio em 2
(25%) casos.

Sempre que possivel foram realizadas analises complementares no laboratério Professor
Braco Forte da FMV, nomeadamente hemograma, analises bioquimicas e uriandlise. Os
exames complementares imagioldgicos (ultrasonografia e radiografia) foram realizados no
Hospital Escolar da FMV. Para exclusdo de diagndsticos diferenciais foram realizadas
analises por IFI no laboratério do “DNAtech” para despiste de hemoparasitas (n=4) e
Leishmania spp. (n=3).

Com base nos métodos de diagnostico anteriormente descritos, todos os animais foram
incluidos no estadiamento clinico da OMS para canideos com linfoma, e classificados como
pertencentes ao sub-estadio a (sem sintomatologia sistémica) ou b (com sintomatologia
sistémica).

Quanto a terapéutica instituida, 4 animais (al, a2, a6, a8) foram tratados com um protocolo
quimioterapico baseado no CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisolona)

de 19 semanas e 3 (a4, a5, a7) foram sujeitos a um protocolo de agente Unico com
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prednisolona. Um dos canideos foi eutanasiado antes de instituido qualquer tratamento. Antes
de cada sessdo do protocolo CHOP foi sempre realizado um hemograma com o intuito de
verificar a reaccdo e evolucdo ao tratamento e de avaliar a possibilidade do animal ser
submetido a nova sesséo.

A resposta a terapéutica foi avaliada com base na remissdo dos sinais clinicos e/ou diminuigdo
dos linfonodos hipertrofiados. Foram considerados em remissdo completa (RC) aqueles que
apresentaram evidéncias de resolucdo total da doenca e em remissdo parcial (RP) aqueles que
demonstraram uma diminuicdo da linfadenomegalia superior a 50% e inferior a 100%. A
duracdo da remissdo teve que ser de pelo menos 3 semanas para ser considerada como
completa ou parcial. Os animais que apresentaram menos de 50% de reducdo ou aumento de
25% dos linfonodos foram considerados estaveis (DE). Finalmente, foram considerados em
doenca progressiva (DP) aqueles que demonstraram evidéncias de aumento dos linfonodos
superiores a 25% ou desenvolvimento de novas lesfes extranodais.

A duracédo da remissdo foi definida como o tempo, em dias, desde o inicio do tratamento até
ao reaparecimento da doenca. O tempo de sobrevivéncia foi definido como o periodo desde o

inicio da sintomatologia até a morte do animal.

Tabela 12 - Identificacdo, raca, sexo, idade e data do diagndstico na populacéo estudada.

Animal (a) Raca Sexo Idade (anos) Data do diagnostico
1 Pitt Bull M 2 Maio 2008

2 Shar Pei F 9 Agosto 2008

3 Pastor Alemao M 13 Agosto 2008

4 Indeterminada F 13 Dezembro 2008

5 Rottweiler F 6 Novembro 2008

6 Rottweiler F 6 Fevereiro 2009

7 Boxer M 6 Fevereiro 2009

8 Indeterminada F 8 Abril 2009

As alteracfes hematoldgicas foram obtidas com base nos resultados dos hemogramas
realizados antes de cada sessdo de quimioterapia (Anexo 3), e a gastrointestinal pelas
descricdes dos sinais clinicos feitas pelos proprietarios.

De modo a caracterizar esta populacdo foram recolhidas informacGes nas consultas de
diagndstico e seguimento, em conjunto com os dados obtidos dos registos clinicos (Anexo 1).
A anélise destes dados foi realizada com métodos de estatistica descritiva (média, moda,
frequéncia absoluta e frequéncia relativa), utilizando o programa Microsoft® Excel.
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2. Resultados

2.1 Caracterizagdo da populagéo em estudo

A populacdo em estudo, constituida por 8 canideos com diagnéstico de LM multicéntrico,
incluiu 62,5% (5/8) dos animais do sexo feminino e 37,5% (3/8) do sexo masculino. Dos 8
animais, apenas 2 das fémeas (25%) tinham sido submetidas a ovariohisterectomia sendo 0s
restantes 6 canideos inteiros (75%).

Os animais eram de raca pura em 75% (n=6) dos casos. As ragas mais representadas foram
Rottweiler (n=2), Boxer, Pastor Alemé&o, Pitt Bull e Sharpei (n=1 cada) (Tabela 13).

Tabela 13 — Caracterizagdo da populacdo estudada de acordo com a raga.

Discriminacéo das ragas n (%)
Indeterminada 2 (25)
Rottweiler 2 (25)
Boxer 1(12,5)
Pastor Aleméo 1(12,5)
Pitt Bull 1(12,5)
Shar pei 1(12,5)

Em relacdo as idades dos animais incluidos neste estudo, verificou-se que estavam
compreendidas entre 0s 2 e os 13 anos, com média de 8 anos e moda de 6 anos. Um animal
(13%) tinha idade inferior a 6 anos, enquanto que em 62% (5/8) se verificaram idades
compreendidas entre 0s 6 e 0s 12 anos e em 25% (2/8) idades superiores a 12 anos (Gréafico
1).

Gréfico 1 - Frequéncia relativa (%) da idade dos canideos diagnosticados com linfoma
maligno multicéntrico.

! e

Entre os 6 e 0s 12 anos, inchsivé
W Acima dos 12

62%0
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2.2 Sinais e sintomatologia clinica

Os sinais e sintomas clinicos associados ao LM multicéntrico canino registados na primeira
consulta encontram-se resumidos na Tabela 14 e Gréfico 2.

Tabela 14 - Sinais e sintomatologia clinica e respectiva duracdo presentes na primeira
consulta dos canideos com linfoma maligno multicéntrico.

Animal Sinais e sintomatologia clinica Duracéo
1 Linfadenomegalia generalizada, episddios de febre, perda de peso, taquipneia 1 semana
2 Linfadenomegalia generalizada, alteracfes oculares 1 més
3 Assintomatico Inicio 2 meses ap0s

o diagnéstico
4 Linfadenomegalia retrofaringea, prostracdo, perda de peso, anorexia, 2 meses
alterac@es renais, taquipneia
5 Linfadenomegalia retrofaringea e dos popliteos, prostracdo, febre, perda de 15 dias
peso, anorexia, alteracfes oculares
6 Linfadenomegalia generalizada, edema da face e entrada do peito 1 més
7 Linfadenomegalia generalizada, prostracdo, perda de peso, anorexia, 1 més
alterac@es renais

8 Linfadenomegalia generalizada, perda de peso, anorexia, tosse 1 més

Gréfico 2 - Frequéncia absoluta e frequéncia relativa dos sinais e sintomatologia clinica
observados na primeira consulta nos 8 canideos estudados.

Tosse I’ 12.50%
Edemai 12.50%
Febre | 12.50%
Taquipneiaﬁ 25%
AlteracBes renais | 25%
Prostracéo | 25%
Alteracdes oculares | 25%
Anorexiai 50%
Perda de peso | 62,5%
Linfadenomegéliaﬁ - . . 87,5%
0 2 4 6 8
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Verificou-se que 7 (87,5%) canideos apresentavam na primeira consulta linfadenomegélia.
Destes 7 animais, 5 (62,5%) apresentavam linfadenomegélia generalizada. Dos restantes
canideos, 1 apresentava linfadenomegalia restrita aos retrofaringeos e outro linfadenomegélia
dos retrofaringeos e popliteos.

Verificou-se também que 5 dos 8 animais (62,5%) surgiram a consulta com perda de peso
acentuada e que 4 dos 8 canideos (50%) se apresentaram anorécticos.

As alteracOes renais consistiram em polidria e polidipsia nos 2 (25%) casos.

As alteracBes oculares incluiram 1 caso de opacidade da cornea, hifema e hipépion e outro de
hifema bilateral e uveite hipertensiva.

A duracdo da sintomatologia, desde o seu inicio até a altura do diagndstico, variou entre 1
semana e 2 meses nos 8 canideos. A média foi de aproximadamente 3 semanas sendo que

metade dos animais (50%) surgiu a consulta 1 més apds o inicio das alteracées.

2.3 Alterac0es laboratoriais

Dos 8 canideos estudados, 7 foram inicialmente sujeitos a analises laboratoriais,
nomeadamente hemograma e bioquimicas sanguineas. No caso do canideo (a7) que chegou ao
Hospital ja com diagndstico de LM e para consulta de seguimento, apenas foi realizado um
hemograma.

As alteragdes obtidas nos hemogramas dos 8 canideos, bem como a percentagem de animais
com parametros acima ou abaixo dos valores normais de referéncia (no Anexo 2 s&o

apresentados os valores de referéncia utilizados), estdo resumidas na Tabela 15.

Tabela 15 - Alteracgdes registadas no hemograma

Alterac0es registadas no hemograma n/t (FR%) Animal (a)
Anemia 4/8 (50,0) a3, a4, a5, a8
Leucocitose 3/8 (37,5) a2, a6, a8
Trombocitopénia 3/8 (37,5) al, a7, a8
Monacitose 3/8 (37,5) a2, a6, a7
Linfocitose 3/8 (37,5) a2, a6, a8
Linfopénia 2/8 (25,0) al, a3
Neutrofilia 2/8 (25,0) a6, a8
Neutropénia 1/8 (12,5) a4
Eosinopénia 1/8 (12,5) al
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Constatou-se que 4 do 8 canideos (50%) surgiram a consulta com altera¢cdes do hemograma
indicativas de anemia. A leucocitose, trombocitopénia, linfocitose e monocitose surgiram em
3 dos 8 animais (37,5%). Dos 3 canideos que apresentavam trombocitopénia, 2 (a7 e a8)
apresentavam agregacao plaquetaria.

A neutrofilia e a neutropénia surgiram em 2 (25%) e 1 (12,5%) animais, respectivamente.
Relativamente as alteracbes da morfologia hematoldgica, verificou-se a presenca de
eritrécitos nucleados, anisocitose eritrocitaria e policromasia em 25% dos canideos (a5 e a8),
“target cells” em 12,5% (a8) e linfécitos reactivos em 12,5% (a2).

As analises bioquimicas sanguineas foram realizadas em 7 dos 8 canideos, tendo-se verificado
uma elevacédo dos valores de FAS, creatinina e ureia em 3/6 (50%), 2/5 (40%) e 2/5 (40%) da

populacdo total, respectivamente (Tabela 16).

Tabela 16 - AlteracGes registadas nas bioquimicas sanguineas.

Alteracdes registadas nas bioquimicas sanguineas n/t (FR%) Animal (a)

Elevacdo da FAS 3/6 (50) a2, ab, a8
Elevacdo da creatinina 2/5 (40) a4, a7
Elevacdo da ureia 2/5 (40) a4, a7

As analises de urina tipo Il foram realizadas nos 2 canideos (a4, a7) com elevagdo da ureia e
creatinina. Foi registada hematiria no exame quimico de urina do animal 4 com valores
préximos de 200 células/ul, enquanto no canideo 7 foi observada pildria no exame
microscépico do sedimento, 6 a 8 leucocitos/campo 400x.

Adicionalmente e como exclusdo de diagndsticos diferenciais, foram realizadas analises para
despiste de hemoparasitas (n=4) (a2, a4, a5, a7) e Leishmania spp. (n=3) (al, a6, a7). Todos
0s testes realizados por IFI para Leishmania spp. foram negativos. Um teste (a7), feito por
IFI, apresentou resultado positivo fraco para Babesia canis, outro (a4) resultado positivo para
Rickettsia conorii e outro resultado positivo (a2) para Rickettsia connori e Ehrlichia canis.

2.4 Exames complementares

Os exames radiologicos ao térax foram realizados em 6 dos 8 animais (75%) (Anexo 1). As
indicacdes para a realizacdo deste exame incluiram, linfadenomegalia (n=3, 50%) (a2, a4, a7),
auscultacdo pulmonar alterada com murmdrio broncovesicular (n=1, 17%) (al), sopro
sistélico de grau IV/IV (n=1, 17%) (a8) e pesquisa de metastases de um tumor testicular das
células de Leydig (n=1, 17%) (a3).
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As alteracdes radiograficas registadas (Anexo 1) foram suspeita de linfadenomegalia
mediastinica (n=3, 50%), suspeita de linfadenomegalia traqueobrdnquica (n=2, 33%),
deslocacdo dorsal da traqueia (n=2, 33%), padrdo broncointersticial (n=1, 17%) e padréo
alveolar nos lobos diafragmaticos (n=1, 17%). Dois animais apresentavam o exame ao tdrax
normal.

A radiografia abdominal foi realizada no canideo 5 que apresentava anorexia e caquexia,
tendo revelado aumento da dimenséo dos linfonodos mesentéricos.

Quanto a ultrasonografia, 6 dos 8 canideos (75%) foram submetidos a ecografia abdominal, 2
(25%) realizaram ecocardiografia e um (12,5%) foi sujeito a uma ecografia testicular devido a
assimetria acentuada (Anexo 1).

A ultrasonografia abdominal foi realizada com o objectivo de avaliar o comprometimento dos
linfonodos desta regido e o envolvimento dos restantes 6rgaos. Constatou-se que 3 canideos
(50%) apresentavam linfadenomegalia sublombar/subadrtica, 2 (33%) demonstravam
aumento dos linfonodos mesentéricos, 2 (33%) dos linfonodos hepéticos e 1 (16,7%) do
linfonodo esplénico. A esplenomegalia e a presenca de imagens hipoecogénicas de contornos
irregulares no baco estavam presentes em 50% dos casos. Trés (50%) apresentavam
heterogenecidade ecografica do parénquima hepatico. Dois canideos (33%) apresentavam
aumento da espessura craneo-dorsal da parede da bexiga e outro um espessamento da parede
intestinal. Verificou-se também que um animal apresentava hiperplasia prostatica e outro um
aumento da ecogenecidade deste 6rgdo. Uma alteracdo da ecogenecidade do ovario, sugestiva
de metastizacdo, foi encontrada num animal (Anexo1l).

A ecocardiografia foi realizada no canideo 8 com sopro cardiaco de grau I1\VV/VI para ponderar
a realizacdo da quimioterapia com citostatico cardiotoxico, sendo o exame normal. A
ecocardiografia foi também realizada num canideo de 13 anos (a3) com o intuito de avaliar 0s
riscos associados a castracdo, nenhuma alteracdo digna de registo foi observada neste caso.

2.5 Estadiamento clinico

De acordo com os dados obtidos os 8 canideos foram distribuidos pelos diferentes estadios,
segundo o observado na Tabela 17.

Verificou-se que 50% (4/8) dos animais pertenciam ao estadio 111 (envolvimento generalizado
dos linfonodos), 37,5% (3/4) ao estadio IV (envolvimento do figado e bago com ou sem
envolvimento generalizado dos linfonodos) e 12,5% (1/4) ao estadio V (manifestacdes no
sangue e envolvimento da medula Gssea e/ou de outros Orgdos, +/- estadios | ao V)
Observou-se também que 87,5% (7/8) da populacdo apresentava sintomatologia sistémica
(sub-estadio b) na primeira consulta.
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Tabela 17 - Estadiamento clinico segundo a OMS dos 8 canideos estudados.

Estadio clinico n/t (FR%o) Animal (a)

[ 0

I 0

Il 4/8 (50) al, a2 a6, a7

v 3/8 (37,5) a4, a5, a8

\Y, 1/8 (12,5) a3

Sub-estadio n/t (FR%) Animal (a)

a 1/8 (12,5) a3

" 718 (87.5) al, a2, a4, a5, a6,
a7, a8

2.6 Diagndstico

O diagnostico da doenca foi realizado através da citologia obtida por puncéo aspirativa por
agulha fina (PAAF) nos 8 canideos. Destes 8 animais, 6 foram sujeitos a PAAF dos
linfonodos, 1 a PAAF do bago e 1 a PAAF de linfonodos, baco e medula 6ssea. Num dos
casos o diagnostico foi feito igualmente por exame histologico hepético (Anexo 1).

Os linfonodos examinados foram os popliteos em 4 canideos, os pré-escapulares em 2, 0s
submandibulares em 2 e os retrofaringeos num animal (Anexo 1).

Na Tabela 18 e 19 podem-se observar as classificacbes citologicas, obtidas por PAAF dos
linfonodos (n=7), e histoldgica, obtida por bidpsia hepatica (n=1), dos linfomas dos 8 animais
estudados. O tipo centroblastico foi o mais prevalente surgindo em 4/8 (50%) canideos,
enquanto que o tipo linfoblastico e imunobléstico surgiu em 3 e 1 dos animais,
respectivamente. Todos os linfomas presentes neste estudo eram de alto grau de malignidade.
Quanto ao indice mitotico, 6 (75%) apresentavam um indice elevado e 2 (25%) um indice
baixo.

E de realcar a presenca de um linfoma leucémico diagnosticado na biopsia hepatica pela
presenca de células neoplasicas no sangue circulante.

As puncdes ao baco e respectivos exames citoldgicos realizados a 2 canideos, apresentaram,
num caso, resultados sugestivos de estar em curso um processo de linfoma, e no outro um
diagnostico possivel de hiperplasia benigna do tecido linféide ndo excluindo por completo a
possibilidade de linfoma.
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Tabela 18 - Caracterizacdo do exame citolégico das PAAFs de linfonodos

Animal Classificacdo citologica Detalhes

Indice mitético

1 Linfoma maligno de alto grau de malignidade, Elevado

de tipo centroblastico, monomorfico.

2 Linfoma maligno de alto grau de malignidade, Elevado

de tipo linfoblastico

4 Linfoma maligno de alto grau de malignidade, Elevado

de tipo centroblastico monomorfico

5 Linfoma maligno de alto grau de malignidade, Elevado

de tipo imunoblastico.

6 Linfoma maligno de alto grau de malignidade, Baixo

de tipo centroblastico, monomorfico

7 Linfoma maligno de alto grau de malignidade,
L L Elevado
de tipo linfoblastico.
Presenca de corpos linfoglandulares
8 Linfoma maligno de alto grau de malignidade, Baixo

de tipo centroblastico, monomorfico.

Tabela 19 - Caracterizacdo do exame histoldgico hepatico

Animal Classificacéo histoldgica Detalhes

Indice mitético

3 Linfoma maligno leucémico de alto grau de Elevado

malignidade, de tipo linfoblastico

A citologia medular foi realizada no animal 4 tendo sido feitas duas pung¢bes medulares,
ambas com resultados inconclusivos devido a qualidade da amostra.
A biopsia testicular foi feita no animal 3 que foi submetido a cirurgia. As alteracGes

testiculares eram indicativas de neoplasia das células Leydig.

2.6 Doengas concomitantes

Em relacdo as doencas concomitantes verificou-se que 5 dos 8 canideos apresentavam outras
doencas.

Um canideo (a3) apresentava uma neoplasia testicular maligna das células de Leydig, 1 (a3)
otite bilateral, 2 (a3, a8) apresentavam sopro cardiaco, 2 (a4, a7) insuficiéncia renal e 2 (a2,
a4d) cistite.
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2.7 Terapéutica

O tratamento quimioterdpico com protocolo de multiplos agentes, para LMC multicéntrico,
foi realizado em 50% dos animais (4/8) (al, a2, a6 e a8) (Anexo 3). Dos restantes quatro, trés
(a4, a5 e a7) nunca apresentaram um estado geral capaz de suportar um protocolo
quimioterapico complexo, sendo sujeitos a um protocolo de um Unico agente. O animal 3
acabou por ndo ser submetido a qualquer tipo de terapéutica por opcdo dos proprietarios,
sendo submetido a eutanasia.

Relativamente a terapéutica quimioterapica de maultiplos agentes instituida, consistiu no

protocolo CHOP de 19 semanas nos quatros animais (Tabela 20).

Tabela 20 - Protocolo CHOP de 19 semanas aplicado aos canideos com LM multicéntrico.

Semanas
Protocolo 1 2 3 4 6 7 8 9 11 12 13 14 16 17 18 19
Vincristina X X X X X X X X
Ciclofosfamida X X X X
Doxorrubicina X X X X

Prednisolona 2mg/kg PO g24h durante 7 dias, 1,5mg/kg PO g24h nos 7 dias seguintes,
seguido de 1mg/kg PO g24h por 7 dias, por fim 0,5mg/kg PO por 7 dias

As doses dos agentes quimioterapicos foram de 0,7 mg/m? EV de vincristina para os quatro
animais. A dose de ciclofosfamida foi de 200 mg/m? EV em dois animais (al, a6), 50 mg/m?
PO num caso (a2) e 250 mg/m? EV noutro (a8). A doxorrubicina foi administrada na dose de
30 mg/m? EV em trés animais (al, a2 e a6) e num (a8), com menos de 15 Kg, foi aplicada
uma dose de 1mg/Kg EV. Quanto a prednisolona foi prescrita uma dose inicial de 2mg/Kg PO
durante sete dias, seguida de 1,5mg/Kg PO em sete dias, reduzindo-se depois para 1mg/Kg
PO em sete dias e finalmente, também durante sete dias, uma dose de 0,5mg/Kg PO.

Aos trés canideos que fizeram tratamento quimioterapico com agente Unico foi administrada
prednisolona na dose de 2 mg/kg PO SID.

Adicionalmente, foi realizada terapia de suporte nos casos em que se considerou necessario,
incluindo fluidoterapia, antibioterapia, protectores gastricos, tratamento topico das afeccdes
oculares, bem como terapéutica dirigida as doencas concomitantes.

A resposta ao tratamento quimioterapico foi positiva nos quatro animais (100%) que foram
submetidos ao protocolo CHOP. Destes, 2 (a6 e a8) encontravam-se ainda a realizar o
protocolo quando foi terminado este estudo. No entanto, a evolucdo apresentava-se favoravel
e 0S animais estavam a entrar em remissdo dos sinais clinicos e em diminuicdo da dimensédo

dos linfonodos.
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Em relacdo aos outros 2 canideos (al e a2), ap6s terminado o protocolo quimioterapico, o
animal 1 foi sujeito a observacdo e reavaliacdo apds 1 més e o animal 2 apds 3 meses. O
primeiro animal, ao fim de um més voltou a apresentar uma linfadenomegalia generalizada
ligeira, tendo sido realizada nova PAAF que confirmou o diagnéstico inicial de linfoma
maligno. O segundo animal ap6s 0os 3 meses continuava em bom estado geral, sem sinais
clinicos ou aumento dos linfonodos, tendo sido reavaliado ap6s 2 meses. Nessa altura
apresentava ja& um ligeiro aumento do linfonodo popliteo esquerdo e do linfonodo
submandibular esquerdo tendo sido observado novamente em quinze dias e sujeito de novo ao
protocolo quimioterapico inicial.

Até a data do fim deste estudo os 4 canideos encontravam-se Vivos.

Os trés canideos submetidos a prednisolona ndo chegaram a apresentar melhoras
significativas da sintomatologia clinica, acabando dois (a5 e a7) por serem eutanasiados por
opcao dos proprietarios, e um (a4) por morrer naturalmente devido a progressdo da doenca.
Relativamente aos tempos de sobrevivéncia estes variam entre 1 més (a5), 1 mése % (a7) e 5

meses (a4).

2.8 Efeitos adversos da quimioterapia

Os 3 canideos sujeitos a prednisolona apresentaram sintomatologia tipica da progressédo da
doenca. Os efeitos adversos dos glucocorticdides ndo foram registados em nenhum destes
casos.

Como referido anteriormente, o protocolo de agentes multiplos utilizado no tratamento de 4
animais foi 0o CHOP de 19 semanas e 16 sessoes.

Num caso (a2) foram necessérios sete adiamentos ao protocolo devido a trombocitopénia,
neutropénia e anemia. O canideo 1 ndo manifestou ao longo do tratamento nenhuma alteracdo
do hemograma que justificasse o adiamento das sessdes. A linfopénia e trombocitopénia
ligeira foram as tnicas manifestaces observadas neste animal. E de realcar o facto de durante
o0 tratamento o animal ter apresentado blastos em circulagéo indicativas do desenvolvimento
de leucemia.

O animal 1 apresentou nausea e vomito apds a 32 sessao de quimioterapia, tendo sido estes 0s
Unicos sinais de toxicidade gastrointestinal observados.

A infiltragdo subcutanea com doxorrubicina foi registada num caso (a2), tendo provocado
inflamacdo e necrose tecidular, resolvido em 2 meses, sem sequelas.

Dos dois animais (a6 e a8) que se encontravam em tratamento no final deste estudo, um (a6)
apresentou alteracGes hematoldgicas que justificaram o adiamento da terapéutica. Apés a 32

sessdo da quimioterapia o canideo desenvolveu uma trombocitopénia acentuada e anemia, e
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apos a 5% sessdo, além de anemia, desenvolveu também neutropénia justificando o adiamento
da quimioterapia.

Até ao momento nenhum deles manifestara sinais de outro tipo de toxicidade.

No anexo 3 encontram-se 0s protocolos completos e parciais dos 4 canideos, com os dias
correspondentes a cada sessdo e com as alteracbes hematoldgicas que justificaram as
modificacdes e adiamentos feitos ao protocolo aplicado.

3. Discussao

A amostra incluida neste estudo foi constituida por 8 canideos que revelaram ao exame fisico
suspeita de LM multicéntrico devido a linfadenomegalia, e/ou que posteriormente aos exames
citolégicos e/ou histoldgicos revelaram desenvolvimento de linfoma maligno. Este estudo foi
efectuado numa amostra reduzida, observada durante um curto espaco de tempo, pelo que os
resultados ndo apresentam significado estatistico. Este estudo teve como fontes de recolha de
dados as fichas clinicas do Hospital Escolar e a informacédo recolhida por parte da autora no

decorrer das consultas.

3.1 Caracterizagdo da populacio em estudo

Neste estudo foi verificada uma maior frequéncia de linfoma maligno multicéntrico no sexo
feminino (62%). Como referido anteriormente, a influéncia do sexo no desenvolvimento de
linfoma maligno é controversa, e apesar das divergéncias este factor ndo parece relevante para
0 desenvolvimento deste tipo tumoral (Vail & Young, 2007). No entanto, alguns estudos
surgem com prevaléncias superiores em machos (Moreno et al., 2007; Tasca et al., 2009) e
outros em fémeas (Teske et al., 1994a).

Na nossa amostra 75% dos individuos eram inteiros. Num estudo de Valli (1993) citado por
Moreno et al. (2007) observou-se igualmente a existéncia de uma menor ocorréncia da doenga
em fémeas e machos castrados.

A média de idade de 8 anos, havendo 62% dos animais com idade entre 0os 6 e 0s 12 anos,
revela uma populacgéo adulta a sénior, tal como observado por outros autores (Couto, 2009).
Este facto estd de acordo com a associacdo existente entre a susceptibilidade para o
desenvolvimento tumoral e 0 aumento da idade (Waters, 2006). Esta relacdo pode dever-se
em parte ao aumento de leses no ADN celular, que leva a uma transformacdo maligna das
células e ao desenvolvimento tumoral (Waters, 2006). Apesar disso, verificou-se a
possibilidade do desenvolvimento de linfoma maligno em canideos com uma grande
variedade de idades, dos 2 aos 13 anos (Couto, 2009). Esta amplitude de idades é muito
semelhante & obtida por Teske et al. (1994a).
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Relativamente as racas da amostra em estudo, verificou-se que os canideos pertencentes a
ragas puras apresentaram maior prevaléncia, correspondendo a 75% dos casos, e sendo a raga
Rottweiler a mais frequente (25%). Noutros estudos, foi igualmente observada a tendéncia de
animais de raca pura para o desenvolvimento da doenca (Edwards et al., 2003; Mondiano et
al., 2005; Moreno et al., 2007; Couto, 2009). Embora segundo alguns autores, possa existir
uma maior predisposicdo para o desenvolvimento de linfoma no Boxer (Lurie et al., 2008), no
nosso estudo apenas 1 dos 8 animais pertencia a esta raga. As racgas representadas nesta
amostra podem reflectir as preferéncias da populacdo portuguesa e, tendo em conta 0 nimero
reduzido de canideos observados, ndo foi possivel constatar uma predisposicdo racica na

populacdo estudada.

3.2 Estudo clinico

Tendo em conta que o linfoma maligno ¢ uma doenca sistémica (Couto, 2009), que se
caracteriza por uma proliferacdo anormal de células linfoides malignas em qualquer érgdo ou
tecido (Vail & Young, 2007), a sintomatologia clinica que apresenta pode ser bastante
variavel. Os sinais clinicos verificados com maior frequéncia na amostra estudada,
consistiram em linfadenomegalia (87,5%) e sinais inespecificos de perda de peso (62,5%) e
anorexia (50%).

A linfadenomegalia foi constatada, como referido anteriormente, em 7 animais que surgiram a
consulta com suspeita de linfoma multicéntrico. Tal como o descrito por Vail e Young (2007)
verificou-se que, inicialmente, a linfadenomegalia pode estar restrita a apenas alguns
linfonodos. Nestes casos os linfonodos mais afectados pela doenca foram os popliteos e 0s
retro-faringeos. No entanto, em cerca de 62,5% dos animais que apresentavam aumento da
dimensdo dos linfonodos, este era generalizado. Para muitos autores, a linfadenomegélia
generalizada constitui o sinal clinico mais frequentemente observado (Vail &Young, 2007). E
de salientar que apesar da frequéncia e da dimensdo dos linfonodos observados, em nenhum
caso este foi 0 estimulo iatotrépico registado.

Relativamente aos outros sinais clinicos verificados nos animais incluidos neste estudo, séo
de salientar as manifestagfes oculares, registadas em 25% dos casos. Esta percentagem
encontra-se entre os valores de 20-25% referidos por Ogilvie (2004). Este facto vem enfatizar
a necessidade da inclusdo do exame oftdlmico em casos suspeitos de linfoma maligno. A
alteracdo mais frequente foi o hifema que surgiu em 2 dos 3 canideos, tal como o

documentado previamente (Ogilvie, 2004).
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A taquipneia e a tosse, 0 edema da face e da entrada do peito sdo, respectivamente, um
provavel reflexo da compressdo das vias respiratorias e da veia cava anterior devido ao
aumento dos linfonodos.

A auséncia de sinais especificos da doenca dificulta o diagndstico, tornando-o muitas vezes
tardio, principalmente quando sdo reduzidos e/ou discretos. O facto de os proprietarios ndo se
aperceberem do grave aumento dos linfonodos dos seus animais e de s6 se dirigirem a
consulta quando o canideo comeca ja a demonstrar sintomatologia geral e de afeccdo de
outros 6rgdos, apresenta-se também como um factor importante para o diagndstico tardio
desta doenca.

A dificuldade de diagndstico € acrescida quando o Médico Veterinario se depara apenas com
o resultado da citologia que pode, em alguns casos, ndo apresentar um diagnostico definitivo e
totalmente conclusivo da doenca. Nos 8 animais estudados as citologias indicavam
desenvolvimento de linfoma maligno que, enquadrado na sintomatologia clinica observada,
eram conclusivos para linfoma maligno multicéntrico.

No entanto, devido ha existéncia de algumas limitacdes do exame citoldgico, a bidpsia
excisional e os exames histopatolégicos tornam-se importantes (Fournel-Fleury, 1992). Como
referido anteriormente, apenas foi realizado um exame histologico hepatico. Nenhuma bidpsia
dos linfonodos foi realizada para confirmacdo da doenga em parte devido a existéncia de
alguma reluténcia por parte dos proprietarios dos animais quer em termos econémicos quer
em sujeitar o animal, j& por si fragilizado, a um método de diagndstico invasivo.

Pelos exames citolégicos realizados pode constatar-se ainda a predominancia de linfomas do
tipo centroblastico. Estes dados encontram-se de acordo com a maior frequéncia deste tipo
citolégico descrito por outros autores (Correia, 2006; Gelain et al. 2008). Todos os linfomas
estudados (100%) eram de alto grau de malignidade o que revela a agressividade destas
neoplasias na espécie canina. Estes resultados estdo também de acordo com estudos
anteriores, em que apenas 12 a 29,5% dos linfomas no céo sdo considerados de baixo grau
(Teske et al., 1994a; Teske et al., 1994b; Fournel-Fleury et al., 1997). Destes 100%, em 6/8
canideos o indice mitotico foi elevado (75%) e em 2/8 (25%) foi baixo.

A presenca de corpos linfoglandulares, foi registada apenas num caso de linfoma maligno
linfoblastico. Estes, quando observados nas amostras citologicas obtidas por PAAF,
correspondem a fragmentos citoplasmaticos de linfocitos (Murakami et al., 2008) e surgem
como diagndstico da presenca de tecido linféide, aparecendo associados a tumores malignos
(Flanders, Kornstein, Wakely, Kardos & Frable, 1993). O seu reconhecimento é por vezes Util
na distingdo de linfoma maligno de outros tumores (Murakami et al., 2008).
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A indisponibilidade financeira dos proprietarios, que limita obviamente a quantidade e o tipo
de exames complementares a realizar, contribuiu para o entrave a uma desejada compreensao
dos tipos de linfoma em causa.

A dificuldade de interpretacdo ocorre igualmente quando, em concomitancia com o linfoma,
estdo presentes outras doencas. As parasitoses transmitidas por ixodideos, inicialmente
colocadas na lista de diagnosticos diferenciais em 4 animais neste estudo, apresentam-se
como um exemplo de doenca concomitante que pode atrasar o diagnostico.

Por outro lado, o facto da linfadenomegalia ser o sinal clinico mais consistente da doenca
(Vail & Young, 2007) e estar também associado a outras afec¢des, tais como a Leishmaniose,
dificultam por vezes o diagndstico do clinico. Neste estudo, nenhum dos animais testados
com IFI estava infectado por Leishmania spp.

Desta forma, torna-se importante a realizacdo de exames complementares de diagnéstico que
ajudem a suportar um possivel caso de linfoma maligno.

A realizacdo de exames hematolégicos na primeira consulta, revelou como alteracdes mais
frequentes a anemia, em 50% dos casos, seguida de trombocitopénia, leucocitose, linfocitose
e monocitose, todas elas presentes em 37,5% dos canideos. A anemia surgiu como a anomalia
hematoldgica mais consistente, facto verificado ja anteriormente por outros autores (Bergman,
2001).

A presenca de eritrécitos nucleados (25%), anisocitose e policromasia eritrocitaria (25%),
sugere uma componente regenerativa da anemia em alguns animais. Segundo alguns autores a
anemia quando estd presente no linfoma, surge frequentemente como ndo regenerativa,
associada a doenga cronica, normocitica e normocromica. No entanto, anemias regenerativas,
apesar de menos prevalentes, encontram-se também descritas e surgem associadas a hemolise
(Vail & Thamm, 2005). E de salientar que a ocorréncia de valores ligeiramente aumentados
no indice eritrocitario HCM em dois animais (a3, a8), pode dever-se a artefacto por hemolise
in vitro, mas tambeém pode resultar de hemolise intravascular. Ambos os canideos
apresentavam anemia sendo que um (a8) deles apresentava alteracdes morfologicas
indicativas de regeneracdo, sendo por isso a hipotese de artefacto a menos provavel.

Os resultados dos restantes exames complementares sdo mais dificeis de avaliar na populacéo
estudada, pois as determinacdes ndo foram realizadas uniformemente em todos 0s animais.

As alteracfes bioquimicas séricas verificadas com maior frequéncia incluiram aumento da
FAS (50%) e aumento da ureia e creatinina (40%). Estes valores podem ser sugestivos de
infiltracdo tumoral (Martineau, 2002) hepaética e renal, ou corresponderem a manifestacdes de
doencas concomitantes. O facto de ndo se terem realizado exames de necrdpsia impossibilitou

a obtencéo de conclusdes definitivas.
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Os exames radioldgicos ao torax foram realizados em 6 dos 8 canideos que compareceram a
consulta com fortes suspeitas de estarem a desenvolver linfoma multicéntrico.
Aproximadamente 67% dos animais demonstrava alteracGes a radiografia toracica sendo a
mais prevalente a linfadenomegalia mediastinica (50%), valor superior aos 26% referidos por
Blackwood (1997). Segundo vérios autores, a presenca desta alteracdo estd associada, na
maioria das vezes, a um pior prognéstico da doenca.

Dos seis canideos sujeitos ao exame ecografico constatou-se que todos apresentavam
alteracbes dos Orgdos abdominais e que destes, 83% apresentava alteracGes sugestivas de
linfoma. Estes resultados sdo idénticos aos obtidos por Blackwood et al. (1997) em que cerca
de 82% dos casos apresentavam comprometimento abdominal. As principais alteracoes
observadas no nosso estudo consistiram em linfadenomegalia sublombar (50%) e
esplenomegalia (33%). Segundo o autor supracitado, a principal alteracdo abdominal
observada correspondia igualmente a linfadenomegalia sublombar (75%), ocorrendo a
esplenomegalia em 46% dos casos.

As alteracGes abdominais correspondem na maioria das vezes a estados mais avancados da
doenca multicéntrica (Vail & Young, 2007), reforcando mais uma vez o facto de o
diagndstico precoce da doenca ser pouco frequente, uma vez que a primeira consulta 5 dos 6
canideos sujeitos ao exame apresentavam ja comprometimento abdominal.

Os resultados verificados na urianalise, conjuntamente com as imagens da ultrasonografia, sdo
sugestivos de cistite num animal (a4) e de prostatite (a7) no outro. Assim sendo, a hematuria
microscdpica, observada num animal, resultou provavelmente da cistite diagnosticada na
ultrasonografia abdominal, enquanto que a pilria detectada na urianalise do outro canideo é
provavelmente compativel com uma prostatite.

As lesbes focais e multifocais observadas no baco (n=3) e figado (n=1), durante o exame
ultrasonografico, podem ter vérias interpretacdes, uma vez que em apenas um caso foi
efectuada citologia e biopsia deste 6rgdos tendo-se obtido um diagndstico de linfoma maligno.
Os diagnosticos diferenciais de leses esplénicas e hepaticas incluem: hematomas, hiperplasia
nodular, infiltrados neoplasicos, necrose e abcessos (D’Anjou, 2008; Hecht, 2008). Tendo em
conta o facto destes animais estarem a desenvolver linfoma multicéntrico o diagnostico mais
provavel para estas alteragdes serd o de infiltragdo tumoral.

E de registar o diagnostico de um caso (a3) de linfoma maligno subclinico, manifestando-se
apenas por linfadenomegalia dos linfonodos mesentéricos, esplenomegalia e presenca de
focos multifocais observados no baco e figado. Estas alteracdes foram identificadas durante a
ecografia para andlise testicular. Durante a cirurgia para a extirpacdo do tumor testicular

diagnosticado, foi realizada uma PAAF esplénica e uma bidpsia hepatica. Ambos 0s
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resultados foram sugestivos de linfoma. Este animal revelou mais tarde sintomatologia tipica
desta doenca, com linfadenomegélia generalizada, esplenomegélia acentuada, anorexia com
perda de peso e prostracdo. Cinco meses depois do diagndstico, e apds terem sido colocadas
as varias possibilidades de seguimento e tratamento desta doenca, os proprietarios acabaram
por optar pela eutanasia. Nenhum tipo de terapéutica dirigida para linfoma foi instituida neste
animal.

Em relagdo ao estadiamento clinico da OMS a maior ocorréncia foi observada nos estadios 11l
(n=4) e IV (n=3), 0 que demonstra a grande capacidade de disseminacao deste tipo tumoral a
diferentes 6rgdos. Apesar destes resultados estarem de acordo com o descrito na literatura
(Garrett et al., 2002) surge a necessidade de frisar, mais uma vez, a falta de uniformidade nos
meios de diagndstico usados, o que inviabilizou um correcto conhecimento acerca da
disseminacdo do tumor aos varios 6rgdos. Por outro lado, é de salientar a maior facilidade
existente por parte dos proprietarios em reconhecer a presenca de alteracfes no seu animal
apenas nos estadios mais avancados da doenca, dirigindo-se a consulta apenas quando este
apresenta um comprometimento generalizado, com sintomatologia clinica. Em relacdo ao
estadio mais avancado da classificacdo (estadio V) surgem alguns factores que podem
influenciar a baixa percentagem registada (12,5%). Salienta-se que para a inclusdo no estadio
V é muitas vezes necessaria a realizacdo de puncdo de medula 6ssea. No nosso estudo, apenas
um animal foi submetido a este exame e, apesar das 3 puncfes realizadas, nenhuma foi
conclusiva devido a ma qualidade da amostra. Desta forma, neste e noutros estudos, o estadio
V pode estar sub-representado, ndo havendo uma maior prevaléncia pela auséncia de analise a
medula éssea ou por resultados inconclusivos (Moreno et al., 2007).

O sub-estadio b (presenca de sinais sistémicos) surge em 87,5% (n=7) dos animais estudados
realcando mais uma vez o diagndstico tardio que € feito na maioria dos casos.

No que respeita ao esquema terapéutico utilizado, verificou-se que a 4 animais foi
administrado um protocolo quimioterapico CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina
e prednisolona) de 19 semanas e a outros 3 um protocolo de agente Gnico com prednisolona.
Ao outro canideo ndo foi instituida qualquer terapéutica dirigida ao linfoma. Na bibliografia
existente, verifica-se uma grande variacdo nos esquemas terapéuticos aplicados e nas
duragdes recomendadas (Chun et al., 2000; Moore et al., 2001; Garrett et al., 2002; Simon et
al., 2006; Vail & Young, 2007). Apesar do protocolo instituido durar apenas 19 semanas
(aproximadamente 5 meses, se realizado de forma continua) os dois animais que terminaram a
terapéutica foram submetidos a 8 e 6 meses de tratamento. A descontinuidade do tratamento
deveu-se num caso (a2) a toxicidade hematoldgica e no outro (al) ao ndo cumprimento por

parte dos proprietérios das datas das sessoes.
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Os dois animais que terminaram 0 esquema terapéutico apresentaram, como esperado, uma
RC dos sintomas que os levaram a primeira consulta. O animal 2 apresentou uma RC com
apenas 1 més de duracéo e canideo 1 apresentou 5 meses de RC.

Duma maneira geral, 0s animais tratados com protocolos CHOP tém em média um tempo de
sobrevivéncia de 12 meses ap0s o inicio da terapéutica (Argyle, 2008). Devido ao periodo de
tempo limitado deste estudo ndo foi possivel determinar o tempo de sobrevivéncia dos
canideos envolvidos. Apesar disso, desde do diagndstico e inicio da terapéutica até a recidiva
da doenga, decorreram aproximadamente 12 meses num caso (al) e 9 meses no outro (a2).
Os outros dois canideos (a6, a8) que se encontravam a realizar a terapéutica demonstravam ja
um inicio da remissdo dos sintomas. E de realcar a melhoria marcada do estado geral dos
animais e na reducdo da dimensdo dos linfonodos notada pelos proprietarios logo ap6s as
primeiras sessdes quimioterapicas.

Os hemogramas realizados semanalmente antes de cada sessdo do tratamento (Anexo 3)
permitiram obter informacdes sobre as toxicidades hematoldgicas causadas pelos agentes
quimioterapicos.

Tendo em conta o alto indice mitético e a elevada fraccdo de crescimento das células da
medula dssea, é de esperar a predisposicdo deste 6rgdo para uma maior toxicidade por parte
dos farmacos quimioterapicos. Desta forma a toxicidade hematolégica constituiu o efeito
adverso mais frequente durante este tipo de terapia. As citopénias que ocorrem obrigam, por
vezes, a suspensdo temporaria ou total das sessdes (Couto, 2009). Neste estudo a toxicidade
hematoldgica foi sem ddvida a mais prevalente, surgindo nos 4 canideos sujeitos a
terapéutica. A gravidade das citopénias observadas nos canideos que terminaram o protocolo
foi variavel, sendo que o animal 2 necessitou de 7 interrupcdes da terapéutica, enquanto o
animal 1, apesar de apresentar alteracbes no hemograma, ndo necessitou de qualquer tempo de
suspensdo. No entanto, é de referir que neste Gltimo caso as datas correctas das sessdes
raramente foram cumpridas pelos proprietarios, o que inviabiliza uma conclusdo correcta
acerca da toxicidade hematoldgica a que o animal pudesse estar sujeito.

Tendo em conta os tempos de transporte na medula 6ssea e da semi-vida em circulacdo dos
elementos constituintes do sangue, sera de esperar que as citopénias mais frequentes sejam a
neutropénia, seguida da trombocitopénia e da anemia (Couto, 2009). De facto todas estas
alteracOes estiveram presentes e foram as responsaveis pela necessidade de adiamento das
sessbes num animal. No entanto, apesar de a anemia induzida pela quimioterapia ser
considerada menos frequente e cronica (Couto, 2009), neste estudo ocorreu logo apés o
tratamento e foi uma das alteragdes hematoldgicas mais frequentes. Por outro lado o canideo 1
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desenvolveu apenas trombocitopénia ligeira. A neutropénia ocorreu apenas apds uma sessao,
nunca tendo o animal desenvolvido anemia.

Apesar de serem feitos todos os esforcos por parte do médico veterinario para evitar o
desenvolvimento de efeitos secundarios, surgem por vezes alguns associados ao uso destes
farmacos citostaticos. No entanto, é de salientar que estes sdo bastante inferiores aos
registados no ser humano quer em quantidade quer em durabilidade, limitando-se na maioria
dos casos a citopénias associadas ao aumento do risco de infeccBes, vémito e diarreia
(European College of Veterinary Internal Medicine of Companion Animals [ECVIMCA],
2007) .

Segundo Vaughan, Johnson e Williams (2007), a presenca de neutropénias clinicamente
relevantes, associadas a febre ou sépsis, sdo raras nos pacientes caninos, sendo que apenas
10% destes episodios resultam em hospitalizagdes. Num outro estudo concluiu-se que a
presenca de toxicidades graves (citopenias e sintomatologia gastrointestinal) associadas a
quimioterapia sdo pouco frequentes, ocorrendo apenas em 16% dos casos (Rassnick et al.,
2007). No nosso estudo todos os efeitos adversos registados ndo obrigaram a hospitalizacdo
dos animais e melhoraram significativamente com suspensdes temporarias das sessdes.

Um outro aspecto associado a utilizacdo de farmacos citostaticos em oncologia sdo 0s perigos
para a salde publica devido aos seus efeitos carcinogénicos.

De forma a evitar a contaminacdo das pessoas que possam estar envolvidas existem algumas
precaucdes que devem ser tidas em conta. Os médicos/trabalhadores envolvidos nesta area
devem estar informados dos riscos associados ao trabalho com agentes citotoxicos, das formas
e dos locais seguros e apropriados para os manusearem, dos métodos de prevencdo da
formacdo de aerossois e das instrucdes e medidas a seguir caso haja uma emergéncia e/ou
contaminagdo. O médico envolvido no manuseamento dos farmacos deve estar protegido com
equipamentos que minimizem a exposicao aos citostaticos e o material utilizado deve, no fim
de todo o procedimento, ser eliminado de forma adequada e segura em recipientes proprios e
especiais (ECVIMCA, 2007)

Quanto aos proprios proprietarios surgem também algumas precaucdes essenciais. De uma
maneira geral, mulheres gravidas e criancas sdo especialmente sensiveis aos efeitos
carcinogénicos associados a estes farmacos. Desta forma, devem evitar estar envolvidas nos
processos de administracdo e preparacdo da terapéutica. Por outro lado, cabe ao médico
veterinario a tarefa de informar correctamente os proprietarios acerca de todos estes riscos
envolvidos. O médico veterindrio deve informar os proprietarios acerca do manuseamento

correcto de citostaticos orais assim como evitar o contacto com as excre¢des do animal,
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nomeadamente, saliva, vomito, urina e fezes nos dias seguintes a administracdo
quimioterapica (ECVIMCA, 2007).

Alguns factores contribuiram para a impossibilidade de efectuar uma terapéutica
quimioterapica mais adequada em 50% dos casos observados. Entre eles encontram-se 0
diagndstico tardio da doenca permitindo o desenvolvimento de alteracfes de pior progndstico,
a progressao da doenca incapacitando a realizagcdo da quimioterapia, os custos dispendiosos
do tratamento, a relutdncia de alguns proprietarios em utilizar a quimioterapia e a op¢do de
realizar a eutanasia por parte dos proprietarios.

Assim, o canideo 3 assintomatico, no qual se obteve inesperadamente um diagndstico
sugestivo de linfoma maligno multicéntrico, demorou aproximadamente 5 meses até
desenvolver sintomatologia grave. A este animal nenhuma terapia dirigida a neoplasia foi
realizada, acabando por se optar pela eutanasia. O canideo 5 viveu apenas mais um més apos
0 diagnostico de linfoma. Por decisdo dos proprietarios nenhuma terapéutica, além da
corticoterapia, foi instituida, tendo-se optado igualmente pela eutanasia. Num dos outros
casos, 0 canideo 7 surgiu a consulta ja em estado avancado da doenga e nunca se apresentou
capaz de ser sujeito a quimioterapia complexa. Este animal foi medicado unicamente com
prednisolona e em cerca de més e meio, devido ao evoluir da doenca, os proprietarios optaram
pela eutanasia. O animal 3 sobreviveu aproximadamente 5 meses desde que surgiu a primeira
consulta. Neste caso o diagnéstico foi feito tardiamente e nenhum tratamento quimioterapico
complexo foi realizado. O animal foi sujeito a prednisolona e fluidoterapia regular, no entanto
a doenca progrediu de forma irreversivel, acabando o animal por morrer naturalmente.

Estes resultados sdo semelhantes aos descritos por outros autores (Vail & Young, 2007;
Couto, 2009). Caso os animais ndo sejam submetidos a qualquer tratamento ou, realizem
apenas corticoterapia, 0 tempo de sobrevivéncia serd semelhante e corresponderd a
aproximadamente 1-2 meses (Couto, 2009) e 1-4 meses (Vail & Young, 2007),
respectivamente. No entanto, duma forma geral a corticoterapia melhora significativamente a
sintomatologia, dando ao animal uma melhor qualidade de vida.

Estes casos alertam para a importancia de uma suspeita clinica de linfoma precoce, em casos
com manifestacfes pouco especificas ou mesmo reduzidas. A intensificacdo progressiva dos
sintomas leva os proprietarios a dirigirem-se a consulta apenas numa fase tardia e em que, por
vezes, ja ndo é possivel estabilizar o animal. Estes casos realgcam a necessidade para uma
sensibilizacdo dos proprietarios para a realizacdo de exames de rotina e para a palpacdo

regular dos linfonodos dos seus animais.
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Uma vez que o tratamento precoce parece ser fundamental para um melhor prognostico no
linfoma maligno canino, o Médico Veterinario deve incluir o linfoma na lista de diagndsticos
diferencias dos principais sintomas e manifestactes desta doenca.

Ao proprietério do animal deverdo ser dadas todas as informacdes necessarias em relacéo a
doenca e as varias opcgdes que se colocam. Desta forma, devem tomar conhecimento das
diferentes opc¢des de protocolo quimioterapicos, a sua toxicidade, a sua duracdo, o seu preco,
assim como 0s objectivos que se esperam atingir com cada uma das alternativas (Vail &
Thamm, 2005). E essencial que os proprietarios possam decidir de forma informada o futuro
do seu animal, e que estejam cientes de que caso ndo seja submetido a terapéutica a esperanca
média de vida é de 4 a 8 semanas apds o diagndstico (Couto, 2009). No entanto, deve ser
focada a gravidade deste tipo tumoral, e o facto de a probabilidade de obter a cura nos
canideos com linfoma maligno ser remota, passando o tratamento por um papel
essencialmente paliativo (Moore, 2005). Contudo, a quimioterapia pode resolver, durante
meses, a maioria ou até mesmo todos os sinais clinicos e alteracfes laboratoriais presentes na
altura do diagndstico, sem comprometer a qualidade de vida do paciente canino. Os
proprietarios devem ser sensibilizados para a importancia de realizar o tratamento completo e
na frequéncia correcta, realgcando-se a necessidade da realizacdo de andlises periddicas que
monitorizem o animal.

Assim sendo, o facto da realizacdo da terapéutica quimioterapica poder ser, em alguns casos,
dispendiosa e obrigar a visitas regulares a clinica, desagrada muitas vezes 0s proprietarios,
que ao verem-se perante a curta esperanga de vida dos seus animais sem tratamento acabam
por optar pela eutanasia.

Por fim, tendo em conta que a prevaléncia do desenvolvimento tumoral nos animais esta a
aumentar, em parte devido ao aumento da esperanca média de vida (Withrow, 2001), e tendo
em conta que o linfoma maligno canino é dos tumores mais gratificantes de abordar com
quimioterapia (Vail & Thamm, 2005), deve ser estabelecida uma correcta relagdo com os
proprietarios, de forma a aumentar a adesdo ao tratamento. Os proprietarios que optam pela
terapéutica dos seus animais sdo na sua maioria dedicados e compassivos. Este aspecto
revela-se como um factor positivo e gratificante na abordagem, por vezes um pouco

frustrante, destas doencas (Withrow, 2001).
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1VV. Conclusdes

A componente pratica do estagio curricular, realizado no Hospital da Faculdade de Medicina
Veterinaria, permitiu a aquisicdo de conhecimentos essenciais para o desenvolvimento futuro
da actividade profissional na area de clinica de pequenos animais. Foi através da
aprendizagem realizada, e do confronto com a realidade de um hospital veterinario que foi
possivel a aquisicdo de confianca para o desempenho do papel de Médica Veterinaria a que a
autora se propds no inicio do curso. E de salientar a necessidade de formagao e actualizacio
continuas, assim como a coopera¢do € comunicacdo entre os colegas e os proprietarios dos
animais, para a obtencao de sucesso profissional. O contacto com 0s proprietarios e com as
diferentes condicdes socio-econdémicas foi fulcral para a compreensdo da necessidade de
seleccdo dos métodos de diagndstico e terapéutica que melhor se adaptem a cada caso.
Actualmente, as condicGes sdcio-econdmicas dos proprietarios dos animais surgem como uma
das principais problematicas na préatica da Medicina Veterinaria. No linfoma maligno canino,
este assunto é importante na medida em que muitas vezes é necessaria a realizacdo de varios
métodos de diagnostico e exames complementares, para a confirmacdo da doenca e da sua
extensdo. Adicionalmente, este aspecto é bastante relevante nos casos em que existe
impossibilidade por parte dos proprietarios em suportar a totalidade dos custos e do tempo
despendido associados ao tratamento necessario para a doenca. Além deste factor, e
relativamente ao tema escolhido para a presente dissertacdo, varias outras limitaces surgiram
ao longo do estudo. O facto de o periodo de estagio apenas ter permitido a recolha de um
namero reduzido de casos e de ter impossibilitado o seguimento completo dos canideos, a
falta de uniformidade dos meios de diagndstico realizados, e a falta de dedicacdo registada por
vezes no cumprimento da terapia, apresentam-se como as mais relevantes. No entanto, o
estudo e a caracterizacdo geral desta populacdo de 8 canideos permitiram a discussao de
Varios aspectos.

E importante reter que a prevaléncia de tumores tem vindo a aumentar, representando estes
uma das maiores causas de morte nos animais de companhia (Gobar, Case & Kass, 1998).
Além disso, o linfoma maligno corresponde a uma das cinco neoplasias mais frequentes no
cdo e a neoplasia hematopoiética mais prevalente (Dobson et al., 2002). Desta forma e devido
a crescente mortalidade e morbilidade dos animais com neoplasia, 0s médicos veterinarios
devem informar os seus clientes, de forma continua e perceptivel, acerca dos potenciais riscos
e opcOes de tratamento associados a doenca. O proprietario deve ser sensibilizado para as

consequéncias da doenca e para as provaveis recidivas, mesmo ap0s a instituicdo da
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terapéutica quimioterapica, surgindo a necessidade de monitorizacfes de modo a controlar a
progressdo da doenca e uma rapida intervencao aquando da recaida.

Através do estudo realizado e da bibliografia recolhida acerca de linfoma maligno
multicéntrico canino, concluiu-se que, no que respeita ao tratamento, ndo existe um esquema
terapéutico Unico e uniformizado. A escolha do protocolo depende ndo s6 da condicdo do
animal, como das opcBes do proprietario e da experiéncia do Médico Veterinario. Contudo,
tendo em conta as diversas possibilidades actuais de tratamento, é necessario esclarecer o
proprietario do facto de nenhum deles poder garantir a cura da doenga, apenas permitindo, na
maioria dos casos, a remissao da sintomatologia.

O uso em medicina veterinaria de farmacos citotoxicos como agentes antineoplasicos tem
vindo a aumentar ao longo dos anos. No entanto, este tipo de tratamento apresenta alguns
riscos ndo s para o proprio animal mas também para as pessoas envolvidas, nomeadamente o
médico veterinario, técnicos e assistentes, farmacéuticos, auxiliares de limpeza e os préprios
proprietarios. Estes agentes terapéuticos, apesar de utilizados no tratamento de tumores, sao,
na sua maioria, carcinogénicos. Este é um aspecto fundamental a ter em conta durante
qualquer tratamento oncoldgico.

Contudo, apesar da presenca de efeitos secundarios para o animal e dos possiveis riscos para a
salde publica, quando usados de uma forma correcta e segura, os efeitos benéficos do uso
destes farmacos sobrepfe-se, na maioria dos casos, aos potenciais riscos envolvidos. Os
proprietarios demonstram-se, duma maneira geral, satisfeitos com os resultados obtidos com a
quimioterapia, uma vez que sao registados poucos sinais de toxicidade e o animal apresenta
remissao dos sintomas logo apds as primeiras sessdes.

Muitos dos proprietarios tiveram, tém ou terdo uma experiéncia relacionada com neoplasias.
Este facto, associado a dedicacdo demonstrada aos seus animais e a vontade de lhes
proporcionar uma melhor qualidade de vida, exige um empenho por parte do Meédico
Veterinario que corresponda as esperancas depositadas.
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V1. Anexos

1. Métodos de diagnostico, exames complementares, doengas concomitantes

e terapéutica instituida na populacéo total do estudo.

Animal 1
Diagnoéstico PAAF linfonodos popliteos
Classificagdo OMS Ii-b
Ultrasonografia Né&o realizada
Radiografia Torécica: Suspeita de linfadenomegalia mediastinica e

traqueobrdnquica, padréo alveolar nos lobos
diafragmaticos

Doengas Concomitantes  Ausentes

Terapéutica Protocolo CHOP 19 semanas
Resposta a terapéutica Positiva
Remisséo da doenga RC de 5 meses

Tempo de sobrevivéncia Vivo até a data de fim deste estudo

PAAF, pungdo aspirativa por agulha fina; CHOP, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisolona; RC, remissdo
completa

Animal 2
Diagnoéstico PAAF linfonodos popliteos e submandibular
Classificagdo OMS Ii-b
Ultrasonografia Abdominal: Linfadenomegalia subadrtica, aumento da

espessura da parede da bexiga

Radiografia Téracica: Deslocacdo dorsal da traqueia, suspeita de
linfadenomegéalia mediastinica;

Doencas Concomitantes  Cistite
Terapéutica Protocolo CHOP 19 semanas

Resposta a terapéutica Positiva

Remisséo da doenga RC de 1 més

Tempo de sobrevivéncia Vivo até a data de fim deste estudo

PAAF, pungdo aspirativa por agulha fina; CHOP, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisolona; RC, remissdo
completa
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Animal 3

Diagnostico
Classificagdo OMS

Ultrasonografia

Radiografia

Doencas Concomitantes

Terapéutica

Tempo de sobrevivéncia

PAAF esplénica e bidpsia hepatica
V-a

Abdominal: focos hipoecogénicos e irregulares no
baco, heterogenecidade parénquima hepatico,
esplenomegalia

Ecocardiografia: sem alteragdes

Testicular: suspeita de neoplasia

Toréacica: sem alteracOes

Tumor testicular das células de Leydig; otite bilateral;
sopro sistolico grau H1/1V

Nao realizada

5 meses - eutanasia

PAAF, puncdo aspirativa por agulha fina

Animal 4

Diagnostico

Classificagdo OMS

Ultrasonografia

Radiografia

Doencgas Concomitantes
Terapéutica

Resposta a terapéutica
Remisséo da doenga

Tempo de sobrevivéncia

PAAF linfonodos retrofaringeos, esplénica e de
medula 6ssea

IV-b

Abdominal: Esplenomegalia, focos hipoecogénicos e
irregulares no baco, heterogenecidade parénquima
hepatico, espessamento da parede da bexiga e do
intestino

Toréacica: sem alteracOes

Insuficiéncia renal

Prednisolona

Sem resposta

DP

5 meses

PAAF, puncdo aspirativa por agulha fina; DP, doenca progressiva
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Animal 5

Diagnostico
Classificacdo OMS

Ultrasonografia

Radiografia
Doencas Concomitantes

Terapéutica
Resposta a terapéutica
Remisséo da doenga

Tempo de sobrevivéncia

PAAF linfonodo popliteo

IV-b

Abdominal: Aumento dos linfonodos hepaticos,
sublombares, esplénico e mesentéricos; ovario com
ecogenecidade alterada; baco com nédulos
hipoecogénicos, heterogenecidade do parénquima
hepatico

Abdominal: suspeita de linfadenomegalia mesentérica
Ausentes

Prednisolona
Sem resposta
DP

1 més — eutanasia

PAAF, puncdo aspirativa por agulha fina; DP, doenga progressiva

Animal 6

Diagnostico
Classificagdo OMS

Ultrasonografia
Radiografia

Doencas Concomitantes
Terapéutica

Resposta a terapéutica
Remisséo da doenga

Tempo de sobrevivéncia

PAAF linfonodo submandibular e pré-escapular
I-b

Nao realizada
Nao realizada
Ausentes

Protocolo CHOP
Positiva
Inicio da remissdo dos sintomas. Encontrava-se ainda

a realizar a terapéutica quando foi terminado o estudo

Vivo até a data de fim deste estudo

PAAF, puncdo aspirativa por agulha fina; CHOP, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisolona
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Animal 7

Diagnostico

Classificagdo OMS
Ultrasonografia

Radiografia

Doencas Concomitantes

Terapéutica
Resposta a terapéutica

Remisséo da doenga

Tempo de sobrevivéncia

Realizado previamente por PAAF dos linfonodos

I-b
Aumento da ecogenecidade prostatica

Torécica: suspeita de linfadenomegéalia mediastinica

Insuficiéncia renal

Prednisolona
Sem resposta

DP

1 mése

PAAF, puncdo aspirativa por agulha fina; DP, doenga progressiva

Animal 8

Diagnostico
Classificagdo OMS

Ultrasonografia

Radiografia

Doencas Concomitantes
Terapéutica
Resposta a terapéutica

Remisséo da doenga

Tempo de sobrevivéncia

PAAF linfonodo popliteo e pré-escapular
IV-b

Abdominal: Aumento linfonodos sublombares,
mesentéricos, hepatico, esplenomegalia
Ecocardiografia: sem alteracGes dignas de registo
Toréacica: Deslocacdo dorsal da traqueia, suspeita de
linfadenomegalia traqueobrénquica; padrao
broncointersticial

Sopro cardiaco de grau IV/VI
Protocolo CHOP de 19 semanas
Positiva

Inicio da remisséo dos sintomas. Encontrava-se ainda
a realizar a terapéutica quando foi terminado o estudo

Vivo até a data de fim deste estudo

PAAF, puncdo aspirativa por agulha fina; CHOP, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisolona
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2. Valores de referéncia das analiticas sanguineas (Feldman, Zinkl & Jain,

2000).

Pardmetros Valores de referéncia
Eritrdcitos 5,5-8,5x10%pl
Plaguetas 200-500x10°/pl
Hemoglobina 12-18 g/dl
Hematdcrito 37-55%

VCM 60-77 fL

HCM 19,5-24,5 pg

CHCM 32-36 g/dI
Leucdcitos 6-17x10%/pl

Neut. Ndo segmentados 0-300/pl

Neut. segmentados

3000-11500/pl

Linfdcitos 1000-4800/ul
Monocitos 150-1350/pl
Eosinofilos 100-1250/pl

96



3. Protocolos quimioterapicos CHOP, completos e parciais, dos 4 canideos

com os dias correspondentes a cada sessdo e com as respectivas alteracoes

hematoldgicas.
Animal 1

Leu Erit Hem HT VCM HCM CHCM  Plaq Neut Linf Mon Eos
Vincristina 6,88 6,33 148 451 71,3 23,3 32,8 139 | 5848 344 | 619 69
14/05/08
Ciclofosfamida 11,8 6,27 149 452 72 238 33 319 10620 944 | 236 0
21/05/08
Vincristina Indisponivel
21/05/08
Doxorrubicina 9,51 5,99 14,3 43,2 72,1 23,9 33,1 419 8274 951 | 285 0
9/6/08
Vincristina Indisponivel
2/7/08
Ciclofosfamida  5,63] 6,36 153 46 72,3 24 33,2 363 4279 732 | 450 169
10/07/08
Vincristina 442, 5,88 139 424 72,1 23,7 32,8 199 | 30006 1061 221 133
24/7/08
Doxorrubicina 511 5,77 14 41,7 72,2 24,3 33,6 306 3570 1122 306 51
31/7/08
Vincristina 7.4 5,82 13,7 418 71,9 23,5 32,7 221 5328 1258 666 148
14/08/08
Ciclofosfamida Indisponivel
21/08/08
Vincristina 7,44 6,66 15,8 48,4 72,7 23,7 32,6 221 5357 1414 446 223
28/08/08
Doxorrubicina 7.98 6,98 16,4 50,3 72 23,5 32,7 232 5985 1516 160 319
11/09/08
Vincristina 6,08 6,9 16,1 494 71,6 234 32,7 216 4864 851] 365 0
25/09/08
Ciclofosfamida 10,7 6,86 16,2 487 71 23,6 33,2 210 7811 1712 749 428
9/10/08
Vincristina 6,33 7,01 16,6 49,8 71,7 23,7 333 169 3735 2026 253 317
23/10/08
Doxorrubicina 7,22 6,59 15,1 43,3 65,6 22,9 34,8 156 | 5271 1372 289 289
8/11/09

Observagdes: Havia agregacgdo plaquetaria concomitantemente as trombocitopénias ligeiras registadas.
Leu, leucdcitos; Erit, eritrocitos; Hem, hemoglobina; HT, hematdcrito; VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular
média; CHCM, concentracdo de hemoglobina corpuscular média; Plag, plaquetas; Neut, neutréfilos; Linf, linfécitos, Mon, mondcitos; Eos,
eosindfilos. | - Parametro Diminuido; 1 - Parametro Aumentado.
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Animal 2

Leu Erit Hem HT VCM HCM CHCM Plag Neut Linf Mon Eos
Vincristina 19,51 6,38 13,6 40,7 63,7 21,2 33,3 331 7995 95551 156071 390
19/08/08
Ciclofosfamida 8,62 5,96 12,8 38,7 64,9 215 33,2 500 5948 2069 603 0l
26/08/08
Vincristina 6,82 5,73 12,5 37,9 66,1 21,8 32,9 383 4910 1364 477 68|
2/09/08
Adiada 3,59 54| 11,6} 359, 663 21,4 32,3 393 1687 1041 790 72|
9/09/08
Doxorrubicina 7,93 5,83 12,5 38,2 65,5 21,4 32,7 474 4362 1983 714 872
16/09/08
Vincristina 7,24 67 12,8 39,1 65,2 21,3 32,7 518 4489 1738 217 796
30/09/08
Adiada 2,13] 5,09] 10,7} 32,1, 631 21 33,2 12,7} 511} 1363 170 85|
7/10/08
Ciclofosfamida 14 6,91 15,5 47,7 69,1 22,4 32,5 227 9240 1960 196071 840
14/10/08
Vincristina 537] 6,03 12,6 39 64,6 20,9 32,3 278 3061 1718 376 215
21/10/08
Doxorrubicina 9,55 5,72 9,59 357, 625 16,8| 26,9 130} 3629 3820 20061 96|
28/10/08
Adiada 11,7 5,37 10,64 31,5, 386} 19,7 33,7 8| 8073 2106 936 585
4/11/08
Vincristina 16,2 5,65 11,2} 32,70 57,9} 19,8 34,2 472 118261 2106 16201 648
12/11/08
Ciclofosfamida 10,9 6,94 13,7 39,6 57,0, 19,8 34,7 257 7303 2616 763 218
24/11/08
Vincristina 12,4 7,58 14,8 43,2 57,0] 19,5 34,2 84,9| 10044 868 744 744
9/12/08
Adiada 9,45 7,88 15,3 44,6 56,6 194| 34,2 16,6 5954 2457 189 851
22/12/08
Doxorrubicina 12,8 7,63 14,9 431 56,4| 19,5 34,5 112} 10240 1024 1152 384
6/01/09
Adiada 10,2 6,4 9,84 352 55] 154 28| 15,9} 7854 1020 1122 204
20/01/09
Vincristina 8,55 7,14 11] 39,3 55,0 155| 28,1 102] 5985 1539 342 684
26/01/09
Adiada 9,62 6,6 12,7 36,6/ 555 19,2| 34,7 454 6734 2405 192 289
10/02/09
Ciclofosfamida 8,8 6,62 13 38,1 57,6/ 19,7| 34,2 72,5 5896 1408 616 880
23/02/09
Adiada 78 6,53 13 38,4 58,8] 19,9 33,9 1,19} 4524 2730 312 234
10/03/09
Vincristina 6,43 6,83 13,6 39,5 57,9 19,8 34,3 105] 5594 579 193 64|
26/03/09
Doxorrubicina 9,3 7,16 14,5 41,6 58,7, 20,3 34,9 201 6603 2604 93 0
7/04/09

Leu, leucdcitos; Erit, eritrocitos; Hem, hemoglobina; HT, hematdcrito; VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular
média; CHCM, concentracdo de hemoglobina corpuscular média; Plag, plaquetas; Neut, neutréfilos; Linf, linfécitos, Mon, mondcitos; Eos,
eosindfilos. | - Parametro Diminuido; 1 - Parametro Aumentado.
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Animal 6

Leu Erit Hem HT VCM HCM CHCM Plag Neut Linf Mon Eos
Vincristina 317 6,16 13,8 29,9 64,8 22,4 34,6 214 198401 71307 27901 1240
6/02/09
Ciclofosfamida 15,4 5,59 12,7 36,4 | 65 22,8 35 373 1309071 770 | 1540 0
13/02/09
Vincristina 3,94| 5,08] 11,4| 331} 65,1 22,5 34,6 397 3428 236 | 236 39
20/02/09
27/02/09 10,4 487| 10,8} 31,5] 64,6 22,2 34,4 26| 7800 2184 312 104
Adiada
Doxorrubicina 10,1 4,88 | 11,1 31,4 | 64,3 22,7 35,4 277 7979 808 | 1212 101
6/03/09
Vincristina 5,04 | 471 10,6 | 30,1 63,9 22,5 35,3 338 3629 1310 101 | 0}
20/03/09
26/03/09 3,52 | 462 | 10,2 | 294 | 63,6 22,1 34,7 586 1 1474 | 1615 351 70|
Adiada
Ciclofosfamida 9,18 486 | 10,7 | 31y 63,7 22 34,5 610 1 5875 1652 459 1193
3/04/09
Vincristina 9,07 535 11,3 355 66,3 21,2 31,9 446 7347 1361 272 91|
24/04/09
Doxorrubicina 7,94 5,55 115 359 64,7 20,8 321 424 6352 953 | 397 238
6/05/09
Vincristina 10,6 6,35 13,1 40,7 64 20,6 32,2 500 8904 1160 530 0}
27/05/09

Leu, leucdcitos; Erit, eritrocitos; Hem, hemoglobina; HT, hematdcrito; VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular
média; CHCM, concentracdo de hemoglobina corpuscular média; Plag, plaquetas; Neut, neutréfilos; Linf, linfécitos, Mon, mondcitos; Eos,
eosindfilos. | - Parametro Diminuido; 1 - Parametro Aumentado.

Animal 8

Leu Erit Hem HT VCM HCM CHCM Plag Neut Linf Mon Eos
Vincristina 20,31 472) 11,7} 355] 752 24,81 33 112 | 1339871 54811 1218 203
29/04/09
Ciclofosfamida 12,4 44 | 12,1 334, 758 27,4 36,2 206 7564 3224 14881 124
6/05/09
Vincristina 17,41 4,47) 1] 341, 762 24,6 32,3 153 | 144421 1566 1218 174
13/05/09
Doxorrubicina 6,62 419| 10,3} 32 76,3 24,7 32,3 96,4 3773 2052 662 132
20/05/09

Leu, leucdcitos; Erit, eritrocitos; Hem, hemoglobina; HT, hematdcrito; VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular
média; CHCM, concentracdo de hemoglobina corpuscular média; Plag, plaquetas; Neut, neutréfilos; Linf, linfécitos, Mon, mondcitos; Eos,
eosindfilos. | - Parametro Diminuido; 1 - Parametro Aumentado.
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