UNIVERSIDADE TECNICA DE LISBOA

Faculdade de Medicina Veterinaria

INFLUENCIA DO TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO PARA LINFOMA NA DINAMICA DE
INFECCAO PELO PARVOVIRUS CANINO

MARTA ALEXANDRA OCHOA DE PEREIRA ELIAS

CONSTITUICAO DO JURI ORIENTADOR
Doutor Virgilio da Silva Almeida Doutora Ana Mafalda Gongalves
Doutora Berta Maria Fernandes Ferreira S&o Braz Xavier Félix Lourengo

Doutora Ana Mafalda Gongalves
Xavier Félix Lourenco CO-ORIENTADOR

Dr. Gongalo Eduardo Vitor Vicente Dr. Gongalo Eduardo Vitor Vicente

2013

LISBOA






UNIVERSIDADE TECNICA DE LISBOA

Faculdade de Medicina Veterinaria

INFLUENCIA DO TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO PARA LINFOMA NA DINAMICA DE
INFECGCAO PELO PARVOVIRUS CANINO

MARTA ALEXANDRA OCHOA DE PEREIRA ELIAS

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA VETERINARIA

CONSTITUICAO DO JURI ORIENTADOR
Doutor Virgilio da Silva Almeida Doutora Ana Mafalda Goncalves
Doutora Berta Maria Fernandes Ferreira S&o Braz Xavier Félix Lourengo

Doutora Ana Mafalda Gongalves
Xavier Félix Lourenco CO-ORIENTADOR

Dr. Gongalo Eduardo Vitor Vicente Dr. Gongalo Eduardo Vitor Vicente

2013

LISBOA



Para os meus pais.






Agradecimentos

A minha orientadora, Doutora Ana Mafalda Lourenco, pela orientacéo e ajuda na
procura de casos. Por me ter introduzido a novos contactos, indispensaveis para o
desenvolvimento deste trabalho. Pelas dicas e opinides sempre pertinentes, essenciais a
estruturacao da parte tedrica e interpretacdo da parte prética e, acima de tudo, pela simpatia

e incentivo na procura da perfeicéo.

Ao Dr. Gongalo Vicente, pelos ensinamentos que me transmitiu ao longo do curso e
estagio curricular, e pela amizade e encorajamento constantes, apesar da sua agenda

atribulada. Nunca esquecerei o que fizeste pelo Spider e também por mim.

A Professora Doutora Ana Duarte e a Professora Doutora Berta Sdo Braz, um
agradecimento muito especial por todo o auxilio prestado e tempo dispendido, pela
constante preocupacgdo, dedicacdo e incentivo, pelos seus discursos e atitude sempre

positivos, por serem ambas incansaveis.

Ao Dr. Telmo Nunes, pelo apoio fundamental na parte estatistica do trabalho. Pela

enorme disponibilidade e simpatia que ultrapassou em muito a sua obrigacao.

A equipa do Laboratorio de Virologia da FMV-UTL, em especial a Clara Cartaxeiro,
pelos ensinamentos referentes & actividade laboratorial, pela companhia e amizade. A Carla
Carneiro pela simpatia e luta constante com a centrifuga. A Céatia Marques, Jodo Cota,

Joana Garrido, Rodolfo Leal e Vania Marques pela companhia e boa disposicéo.

A ONCOVET, em especial ao Dr. Joaquim Henriques, Liliana Sousa e Joana
Farinha, por me terem recebido e deixado fazer parte da equipa durante o periodo de
colheitas, pela disponibilidade e simpatia, pela paciéncia e boa disposicéo.

A Guarda Nacional Republicana, em especial & Tenente Ana Santos, ao Capitdo
Hugo Rocha, ao Major Costa Pinto, ao Tenente Coronel Leonel Monteiro, ao Tenente
Coronel Lourenco da Silva e ao Tenente Bruno Lopes pela disponibilidade e colaboracgéo,

que foram cruciais para a realizacao deste trabalho.

Aos meus pais, pelo apoio incondicional e paciéncia. Por acreditarem sempre em
mim e terem feito de mim aquilo que sou hoje. Cada um a sua maneira, sdo sem duvida um

grande exemplo.

A Cristina pela amizade e apoio, sei que posso contar sempre contigo. Ao Artur pela

amizade e paciéncia.

Ao Spider e a Sabrina, por terem sido a melhor companhia nos momentos de estudo

e concentracdo, pela capacidade natural que tém de me acalmar.



A Maria Silva, Filipa Mimoso, David Almeida, Patricia Matias e Filipe Vidal, por me
terem acompanhado nesta fase atribulada, por ouvirem os meus desabafos mesmo que, por
vezes, ndo 0s percebessem. Obrigada pela preocupacdo e amizade. Sem vocés néo teria

conseguido manter a sanidade mental.

A Turma B, um obrigado especial & Ana lIsabel Filipe, Joana Tabanez, Joana
Bolacha, Carolina Merino, Alexandra Castela, Daniela Matias, Ana Afonso, Diogo Guerra,
Pedro Castanheira, que me acompanharam nestes 6 anos e fizeram deste percurso o
melhor que ele podia ser. Pelos momentos infantis que nos mantiveram unidos, pelas
cang0es, pelas lagrimas, pelas gargalhadas, pelo companheirismo e amizade. Porque séo
todos muito especiais e ndo teria sido possivel sem vocés. Agradego ainda ao Felipe
Almeida pelos momentos bem passados, a Inés Ajuda pela enorme colaboracdo na fase de

colheitas, a Sofia Cabral e & Claudia Dias pelo companheirismo e pelas memorias de Barcelona.

A equipa do Hospital Escolar da FMV-UTL, com quem tive o prazer de trabalhar
durante o estagio curricular, incluindo médicos (Ana Murta, Mariana Pereira, Leonor Iglésias,
Ricardo Ferreira, Ricardo Marques, Antonio Almeida, Oscar Gamboa, Inés Marques,
Alexandra Basso, Marisa Ferreira, Joana Gomes, Joana Pontes, Joana Almeida e Rodrigo
Bom), enfermeiros (Rita Oréncio, Patricia Capelas, Sandra Félix, Diogo Perdigdo e Irina
Knorr), auxiliares (Pedro Lourenco, Luis Silva, Carla Silva, Carla Pardal e Sofia Caldeira) e
funcionarios (Anita Bernardino, Lucia Nobre, Tania Sobral). Um obrigado especial a Ana
Murta, Mariana Pereira, Leonor Iglésias, Ricardo Ferreira e Ricardo Marques pela
capacidade de ensinar e partilhar conhecimentos sem nunca deixar de lado a simpatia, a
amizade e o companheirismo. Ao Pedro Lourenco, por ser uma das melhores pessoas que

conheco, pela amizade e conduta incansavel.

Ao Professor Doutor Antonio Ferreira, pela possibilidade de estagiar e realizar as

colheitas no Hospital Escolar da FMV.

Ao Professor Doutor José Henrique pela disponibilidade e interesse demonstrado no

rumo deste trabalho.

Ao Professor Doutor Luis Tavares e ao Centro de Investigacdo Interdisciplinar e
Sanidade Animal (CIISA) por viabilizar a realizacdo desta tese, disponibilizando os meios

materiais e financeiros necessarios.

A Zoetis, nas pessoas dos Drs Duarte Santos e Miguel, pela disponibilizacdo dos kits
de ELISA TiterCHEK® CDV/CPV utilizados neste trabalho.

Aos proprietarios dos animais incluidos no estudo, sem os quais ele ndo teria sido

possivel.

A Dra. Sénia Ribeiro da clinica veterinaria Vetlonga, pela colaboracio na recolha de

amostras.



Resumo

Influéncia do tratamento quimioterapico para linfoma na dindmica de infeccéo pelo

parvovirus canino

A melhoria dos programas vacinais e nutricionais em medicina veterinaria, bem como o
desenvolvimento de novas técnicas de diagnostico e tratamento, tém aumentado a
esperanca média de vida dos nossos pacientes. Em contrapartida, existe uma maior
probabilidade de desenvolvimento de doencas geriatricas, especialmente do foro
oncoldgico. O linfoma € a neoplasia hematopoiética mais frequente no céo e apresenta um
excelente paralelismo com a congénere humana. Para o seu tratamento, a maioria dos
protocolos quimioterapicos utilizados em medicina veterinéria sdo modificagbes do protocolo
CHORP, inicialmente desenvolvido para tratamento do linfoma humano. Estes farmacos
exercem a sua acgdo sobre células em divisdo activa, podendo comportar efeitos
secundarios, especialmente ao nivel da medula 6ssea (neutropénia, trombocitopénia) e do
tracto gastrointestinal (vémito, diarreia, anorexia).

No Homem, a combinacdo dos efeitos desta neoplasia (tipicamente imunodepressora) e seu
tratamento torna 0s pacientes mais susceptiveis ao desenvolvimento de infeccbes
oportunistas. A necessidade de caracterizar esta susceptibilidade nos nossos animais é
crescente, dada a escassez de informacgao disponivel.

Assim, este trabalho teve dois objectivos principais: verificar quais as alteracdes imunitarias
ocorridas em oito cées submetidos ao protocolo CHOP para o tratamento de linfoma, no que
se refere a dindmica de infecgao pelo parvovirus canino (CPV); e determinar qual o papel do
linfoma nas referidas alteracdes. Esta avaliacdo teve como base a carga viral do CPV e a
sua excrecdo nas fezes, bem como a respectiva resposta humoral e a comparacdo dos
resultados obtidos com os de um grupo controlo de animais saudaveis.

As amostras foram colhidas imediatamente antes do inicio da primeira sessao (TO) e em
mais trés momentos durante os primeiros 2 ciclos de tratamento.

Contrariamente ao que se poderia pensar, ndo foram observadas evidéncias de uma
diminuicdo da resposta imunitéria, quer no momento de admissao, quer apés dois ciclos de
guimioterapia. Adicionalmente, os resultados obtidos indicam que a imunidade previamente
estabelecida através de vacinagdo contra o CPV néo foi significativamente comprometida,
tendo os animais mantido os titulos de anticorpos vacinais capazes de responder a uma
possivel exposicdo natural. Assim, fica reforcada a ideia de que a imunodepressao como
consequéncia de neoplasias hematopoiéticas e seus tratamentos em cades necessita de

estudos mais apurados, ndo podendo as conclus@es ser extrapoladas da medicina humana.

Palavras-chave: Imunodepresséo, Linfoma canino, CHOP, Parvovirus canino, Cao






Abstract

Influence of chemotherapy for lymphoma in canine parvovirus infection dynamics

Improved vaccination and nutrition programs in veterinary medicine, as well as the
development of new diagnostic and treatment techniques has increased the life expectancy
of our patients. In contrast, there is a greater probability of developing geriatric diseases,
particularly oncological. Lymphoma is the most common hematopoietic tumour in dogs and
presents an excellent parallelism with the human counterpart. For its treatment, most
chemotherapy protocols used in veterinary medicine are modifications of CHOP protocol,
originally developed for the treatment of human lymphoma. These drugs act on actively
dividing cells, and could result in side effects, especially in the bone marrow (neutropenia,
thrombocytopenia), and gastrointestinal tract (vomiting, diarrhoea, anorexia).

In Man, the combination of the effects of this tumour (typically immunosuppressive) and its
treatment increases patients susceptibility to opportunistic infections. The need to
characterize this susceptibility in our animals is growing, given the shortage of information
available.

Therefor, this study had two main objectives: to assess what immunological changes
occurred in eight dogs undergoing CHOP protocol for the treatment of lymphoma, with
regard to the dynamics of infection with canine parvovirus (CPV); and to determine the effect
of lymphoma in such immunological changes. This evaluation was based on CPV viral load
and its excretion in the faeces, as well as the dogs humoral response and the comparison of
the results with those of a healthy dog control group.

Samples were collected immediately before the first session (T0) and on three additional
time points during the first two treatment cycles.

Contrary to what one might think, no significant evidence of decreased immune response,
either at the time of admission, or after two cycles of chemotherapy was observed.
Additionally, the results indicate that previously established immunity by vaccination against
CPV was not significantly impaired, and the animals maintained the vaccine antibodies titers
capable of responding to a possible natural exposure. Thus, the results support the idea that
immunosuppression as a result of hematopoietic neoplasms and their treatment in dogs
requires further investigation, and that conclusions cannot be extrapolated from human

medicine.

Keywords: Immunosuppression, Canine lymphoma, CHOP, Canine Parvovirus, Dog
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|. BREVE DESCRICAO DAS ACTIVIDADES DESENVOLVIDAS DURANTE O ESTAGIO
CURRICULAR

O estagio curricular da aluna foi realizado no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Técnica de Lisboa (HEFMV-UTL), por um periodo de 6 meses
(de 1 a 30 de Setembro de 2011 e de 1 de Janeiro a 31 de Maio de 2012), na area de clinica
de animais de companhia. Durante este periodo, a aluna frequentou os diferentes servicos
do Hospital Escolar (Consulta Externa, Cirurgia, Imagiologia e Internamento), em turnos
rotativos de oito horas no caso dos trés primeiros e em turnos de vinte e quatro horas no
caso do internamento. Assim, a aluna realizou um total de 1332 horas, sendo estas divididas

pelos diferentes servi¢cos de acordo com o ilustrado na Tabela 1.

Tabela 1: Numero de horas passados em cada servico do Hospital Escolar durante o

estagio curricular

Consulta Externa Cirurgia Imagiologia Internamento

N° de horas 450 300 150 432

Consulta Externa

O servigo de Medicina Interna permitiu & aluna assistir a um elevado nimero de consultas,
auxiliando na realizacdo da anamnese e exame clinico do animal, elaboragdo de um plano
de diagnostico e instituicdo de terapéutica adequada. Durante o decorrer da consulta, a
aluna teve ainda oportunidade de realizar ou auxiliar o médico veterinario responséavel na
execucdo de varios procedimentos clinicos. Destes, salienta-se a colheita de sangue para
andlises sanguineas, colocacdo de cateter para realizacdo de fluidoterapia, medicdo da
glicémia, drenagem de derrames pleurais e abdominais, algaliacdo para colheita de urina
para analise e/ou esvaziamento vesical, teste de fluoresceina e teste de Schirmer,
administracdo de medicamentos farmacolégicos (medicacédo oral, subcutanea, intramuscular
e endovenosa; aplicacdo de medicacdo topica) e imunoldgicos (vacinas), aplicacdo de
microchips, limpeza de feridas, puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF), entre outros.
Neste servico foi ainda possivel assistir e auxiliar na realizagdo de exames complementares
mais complexos, como radiografias, ecografias, ecocardiografias, electrocardiogramas,
medicao da presséo arterial e exame neuroldgico.

No ambito das consultas de especialidade destacaram-se as areas de Dermatologia e
Oncologia.

Durante as consultas de Dermatologia, a aluna realizou procedimentos como raspagens de
pele, tricogramas, teste da lampada de Wood, citologia por aposicdo e por fita-cola,
observacao e limpeza do conduto auditivo, zaragatoa auricular e posterior andlise, testes

intradérmicos e imunoterapia. A aluna pdde ainda auxiliar na realizagédo de bidpsias de pele.



Na area da Oncologia, a aluna participou nas consultas de seguimento do animal e
aconselhamento dos proprietarios e nas sessdes de quimioterapia, incluindo a recepcéo e
pesagem dos animais, colocacdo de cateteres, colheita de sangue para andlises
sanguineas, administracdo dos farmacos e esclarecimento de duvidas dos proprietarios.

A aluna assistiu também a consultas de Ortopedia, Oftalmologia e Neurologia, tendo ainda
realizado a triagem de animais na sala de espera e auxiliado na recepcdo e maneio de
casos urgentes. Para finalizar, € ainda de referir a participagdo em procedimentos para o
Banco de Sangue do Hospital Escolar, como dadivas de sangue, tipificagcdo sanguinea e

transfusoes.

Cirurgia

A passagem pelo servigo de cirurgia completou um total de dois meses, durante os quais a
aluna acompanhou os animais antes, durante e apés a cirurgia. Foi realizada a recepcéo e
pesagem dos animais, preparacdo e administracdo de medicacdo pré-anestésica e auxilio
na preparacdo do animal para a cirurgia (incluindo colocacgdo de cateter e sistema de soro,
intubacdo endotraqueal, monitorizagdo anestésica, tricotomia e lavagem e desinfeccdo da
zona a intervir).

Durante a cirurgia propriamente dita, a estagiaria teve a oportunidade de auxiliar o cirurgido
em diferentes tipos de intervencdes, realizar orquiectomias em cdes e gatos,
ovariohisterectomias electivas em gatas e cadelas e varios tipos de suturas. A aluna realizou
também destartarizacbes e assistiu a extraccdes dentdrias. Relativamente a casuistica
observada durante a passagem por este servi¢o, a aluna teve oportunidade de observar as
seguintes cirurgias, por ordem de frequéncia: mastectomias para resolucdo de neoplasias
mamarias,  orquiectomias  (electivas ou associadas a testiculo  ectdpico),
ovariohisterectomias (electivas ou associadas a piometra), cesarianas, extrac¢cdo de nddulos
(mastocitomas cutaneos, lipomas, entre outros), resolucdo de hérnias perineais, resolucéo
de roturas do ligamento cruzado cranial, resolucdo de fracturas (membros e mandibula),
resolucdo de hérnias discais (hemilaminectomias), resolucdo de hérnia gastro-esofagica,
resolucao de torcdo de estdbmago, rotura de vesicula biliar, exérese de calculo vesical, rotura
de bexiga, ablacdo do conduto auditivo externo, entre outras.

Apdés a cirurgia a aluna acompanhou o animal até a sua total recuperacdo (incluindo
extubacdo, monitorizacdo e correccdo da temperatura corporal) e auxiliou o cirurgido na
elaboracgéo de receitas e notas de alta.

A estagiaria assistiu ainda a consultas de pds-operatorio, realizando pensos simples e de
estabilizac&o ortopédica (Robert-Jones e pensos com tala), limpeza e desinfeccao de feridas
e suturas e remocgao de suturas cutaneas.

Por fim, 0 escalonamento neste servico permitiu a aluna assistir e auxiliar na realizacéo de

exames complementares como endoscopias, rinoscopias e video-otoscopias.



Internamento

A rotagdo pelo servico de internamento consistiu na realizacdo de turnos de 24 horas,
durante os quais a aluna foi responséavel pelos animais hospitalizados nesse dia. Assim, foi
funcéo da estagiaria garantir a preparacao e administracdo das medicacdes prescritas para
cada animal, monitorizar 0os seus sinais vitais e prestar cuidados relacionados com a higiene
e bem-estar, incluindo limpeza das jaulas, alimentacdo e passeio dos animais. Durante os
referidos turnos, a aluna realizou ainda vérios tipos de procedimentos médicos como
colocacdo de cateteres e sistemas de soro, colheita de sangue ou urina para andlise,
algaliacdes, medicdo de glicémias e pressdes arteriais, limpeza e desinfec¢éo de feridas,
pensos simples e gordos, enemas, entre outros, auxiliando ainda o médico responsavel,
enfermeiros e auxiliares no que foi necessario.

ApoOs instrucdo do medico veterinario responsavel pelo internamento, a aluna teve ainda a
cargo a entrega dos animais e respectiva nota de alta aos proprietarios, auxiliando os
altimos na compreensédo da medicagdo prescrita e aconselhando-os sobre cuidados a ter

em casa.

Imagiologia

O escalonamento para o servi¢o de imagiologia compreendeu um total de 4 semanas. Aqui,
a aluna teve a oportunidade de assistir e participar na realizacdo de varios exames
complementares imagioloégicos, como a radiografia, a mielografia, a tomografia
computorizada (TC) e a ecografia (abdominal, do aparelho reprodutor e ecocardiografia).
Assim sendo, a aluna participou na contencdo e posicionamento dos animais aquando da
realizacao de radiografias, ecografias e mielografias, na revelacdo de cassetes radiograficas
e posterior andlise e interpretacdo e em procedimentos anestésicos (administracao de pré-
medicacdo, colocacdo de cateter, intubacdo endotraqueal, monitorizacdo e recuperagao

anestésicas).

Outros Estagios

De 1 de Outubro de 2011 a 24 de Dezembro de 2011, a aluna realizou um estagio extra-
curricular no Hospital Veterinari Molins em Barcelona, Espanha. Durante estes trés meses, a
aluna assistiu e auxiliou em varias consultas de referéncia (incluindo oftalmologia, ortopedia,
dermatologia, cardiologia e neurologia), tendo existido um especial interesse na area de
imagiologia (ecografia, radiografia, fluoroscopia, endoscopia, rinoscopia, tomografia
computorizada (TC), ressonancia magnética (RM), ecocardiografia), anestesiologia e
cirurgia. Finalmente, a aluna teve ainda oportunidade de auxiliar em vérias consultas de

urgéncia, internamento geral e cuidados intensivos






Il. INTRODUGAO

1. A evolucédo daoncologia

A oncologia € uma é&rea fascinante da medicina cuja histéria esta repleta de avancgos e
recuos, descobertas e novas esperancas. De facto, a neoplasia é uma entidade clinica que
existe desde sempre, embora sO recentemente lhe tenha sido atribuida a devida
importédncia. Enquanto a tuberculose foi o grande mal do século XIX e as doengas
cardiovasculares o flagelo do século XX, parece que as neoplasias se tornardo na principal
causa de morte no século XXI (Wagener, 2009). Apesar de as neoplasias constituirem um
sério problema de salde, os recentes avan¢os ha medicina tém conseguido resultados

admiraveis, permitindo que o niumero de sobreviventes continue a aumentar.

1.1. Oncologia humana
Alguns dos primeiros registos da ocorréncia de neoplasias basearam-se na observagéo de
0ssos de animais fossilizados, mimias humanas e manuscritos antigos. De facto, ossos de
dinossauro descobertos recentemente evidenciavam ja remanescentes de tumores
vasculares. Em mumias do antigo Egipto foram também identificados carcinomas
nasofaringeos e osteossarcomas (Wagener, 2009).
As primeiras descrices oncoldgicas remontam a 3000 a.C., no Egipto. O mais antigo
pergaminho descreve 8 casos de tumores de mama, removidos por cauterizacao,
mencionando ainda que se trata de uma doenca sem cura (American Cancer Society [ACS],
2011).
Hippocrates (460-370 a.C.), o “Pai da Medicina”, foi o primeiro a utilizar as designactes
“carcinos” e “carcinoma” para descrever tumores ndo ulcerados e tumores ulcerados,
respectivamente (ACS, 2011). Em Grego, estas designacdes referem-se a palavra
“caranguejo” e foram provavelmente escolhidas por as ramificacbes de uma neoplasia
crescente e infiltrativa lembrarem a forma deste crustaceo. Ja no Império Romano, os
médicos Cornelius Celcus (28 a.C. - 50 d.C.) e Claudius Galeno (130-200 d.C) passaram a
utilizar os termos “cancer” (correspondente Latim para “caranguejo”) e “oncos” (tumefacgao
em Grego) para se referir & doencga, dando assim inicio a actual “oncologia”. A oncologia é
hoje a ciéncia que estuda a natureza e etiologia das neoplasias, a sua prevencao,
diagnostico e tratamento, e ainda a recuperagdo e cuidados paliativos dos seus pacientes
(Institut Jules Bordet [IJB], 2005; ACS, 2011). Celcus foi o primeiro a descrever as diferentes
fases de evolucéo da doenca, acreditando que apenas os tumores mais precoces poderiam
ser tratados por remogdo (cauterizagcdo). Assim, surge ja no primeiro século a nogédo de que
o tratamento oncolégico depende do estadio da doenca (1JB, 2005).
A partir do advento do periodo renascentista na Europa (século XV), a ciéncia passou por

inUmeras descobertas e actualizacbes tendo Henri Francois le Dran (1685-1770), um



cirurgido francés, demonstrado que os tumores se desenvolviam localmente e se alastravam
para os linfonodos através dos ductos linfaticos. Um século depois, verificou-se um grande
desenvolvimento na area da anestesiologia, sendo possivel pela primeira vez conjugar esta
nova técnica com a cirurgia, na tentativa de travar a doenca. Foram entdo desenhadas as
primeiras cirurgias oncoldgicas, como a mastectomia (1JB, 2005; ACS, 2011).

No século XVII, dois médicos holandeses, baseando-se na observacao de casos de tumor
de mama em membros do mesmo agregado familiar, concluiram individualmente e quase
em simultdneo que as neoplasias seriam contagiosas. Esta ideia foi tdo fortemente
implementada, que comegaram a surgir 0os primeiros hospitais oncolégicos, a maioria fora
das cidades, como forma de prevenir uma epidemia. Estas observacbes podem assim ter
constituido os primérdios da hereditariedade associada aos tumores e também do
conhecimento de que alguns agentes infecciosos (virus, bactérias e parasitas), esses sim
contagiosos, possam funcionar como factores de risco da doenga (1JB, 2005; ACS, 2011).

O aparecimento do microscopio no século XIX permitiu iniciar o estudo dos tumores a nivel
tissular/celular, auxiliando os cirurgides no desenvolvimento de técnicas de remoc¢ao mais
seguras e eficazes (ACS, 2011). No século XX, a descoberta do impacto do acido
desoxirribonucleico (ADN) na mutacdo celular possibilitou as primeiras conclusdes acerca
das bases moleculares da neoplasia. Comegou também a entender-se o efeito que alguns
guimicos, radiacbes e agentes virais exercem no ADN celular. Finalmente, foram
descobertos 0s oncogenes e 0s genes supressores de tumores e comecgou a utilizar-se a
radio e a quimioterapia como terapéuticas adjuvantes no tratamento oncoldgico.

A quimioterapia foi também alvo de uma grande evolug¢do. Durante a Segunda Guerra
Mundial, os militares eram expostos a gas mostarda e, como consequéncia, eram
observadas alteracdes tdxicas nas células progenitoras da medula éssea. Simultaneamente,
0 exército dos Estados Unidos procurava encontrar novos quimicos relacionados com este
gas, na tentativa de desenvolver armas mais potentes e respectivas medidas de proteccao.
Assim, surgiu um composto designado mostarda nitrogenada que se revelou eficaz no
tratamento de linfoma. Este composto serviu como modelo para outros mais eficazes (como
os agentes alquilantes) que danificam o ADN de células de crescimento rapido. Iniciou-se
entdo a era da quimioterapia, tendo sido descobertos novos farmacos com capacidade de
bloquear diferentes fases do ciclo celular. De facto, a primeira cura de tumores metastaticos
data de 1956, tendo-se seguido taxas crescentes de remisséo e cura (ACS, 2011).
Actualmente existe uma grande variedade de meios de diagnéstico, medidas preventivas e
tratamento das mais variadas neoplasias. No entanto, a oncologia continua a estudar o
tema, tentando encontrar novos farmacos antineoplasicos, a aperfeicoar os protocolos
guimioterdpicos existentes e a identificar novas causas e factores de risco. Existe também
uma preocupacao constante em aumentar a especificidade dos farmacos existentes para as

células-alvo (terapia lipossomal e utilizacdo de anticorpos monoclonais) e diminuir os efeitos



secundarios (combinacdo do tratamento com factores de estimulacdo de coldnias de
células, anti-eméticos, entre outros). Mais recente ainda foi o advento da imunoterapia
oncolégica (ACS, 2011). Esta evolucdo tem permitido um aumento da taxa de sobrevivéncia
em pacientes oncoldgicos, existindo uma preocupacao crescente com a sua qualidade de
vida. Cada vez mais se tém em consideracdo questfes de ordem médica (como os efeitos
secundarios permanentes, a possibilidade de ocorréncia de novos tumores, a
imunodepressao e infeccbes oportunistas, a necessidade de tratamentos e seguimento
médico por tempo indeterminado), bem como emocional e social. Embora a palavra cancro
tenha ainda uma conotag¢do negativa, a ideia de que se trata de uma doenca incuravel e os

medos que tém estado associados a ela ao logo dos tempos, estdo lentamente a mudar.

1.2. Oncologia veterinéaria

Nos ultimos 30 a 40 anos, a oncologia veterinaria tem sido alvo de um crescimento
consideravel. De facto, no final dos anos sessenta e inicio dos anos setenta, o principal
objectivo relativamente aos tumores mais agressivos passava apenas pelo estabelecimento
de um diagndstico e a obtencdo de uma necropsia completa. A medida que se intensificou o
interesse pela oncologia veterinaria surgiram algumas organiza¢des importantes. Em 1976
foi criada a primeira sociedade de oncologia veterinaria, a Veterinary Cancer Society. Mais
tarde, foram desenvolvidos os primeiros sistemas de estadiamento pela Organizacdo
Mundial de Saude (OMS), incluindo o actual TNM (Tumor, Node, Metastasis), em 1978.
Estes e outros progressos na oncologia veterinaria ndo teriam sido possiveis sem o
desenvolvimento de técnicas imagiolégicas, como a ultrassonografia, a cintigrafia, a TC e a
RM. Além disso, foi também importante a correcta aplicacdo de agentes anestésicos, o
aparecimento de equipamento mais adequado, a experiéncia de médicos e cirurgifes e a
melhoria nos cuidados paliativos e monitorizacdo (MacEwen, 1999; 1JB, 2005).

A cirurgia oncoldgica foi alvo de um grande desenvolvimento nos anos oitenta e, lentamente,
comecou a crescer o campo da terapéutica antineoplasica nao cirargica. Por exemplo, a
radioterapia teve oportunidade de se desenvolver devido ao facto de os animais de
companhia servirem como modelo para a oncologia humana. A partir dai, a oncologia
veterinaria foi alvo de avancgos significativos, iniciando-se o aparecimento de novos
farmacos antineoplasicos (L-asparaginase, doxorrubicina, vincristina, ciclofosfamida, entre
outros) que se revelaram eficazes contra linfomas, leucemias cronicas, mielomas e alguns
tumores solidos. Mais tarde, os protocolos de associacdo de farmacos tornaram-se uma
rotina em oncologia humana e veterinaria.

Em 1987, o Colégio Americano de Medicina Interna Veterinaria reconheceu a oncologia
como uma especialidade e comecou a usar-se uma abordagem terapéutica combinada, que
inclui cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Paralelamente a oncologia humana, também em

medicina veterindria estdo em estudo novas formas de terapéutica antineoplasica, como a



imunoterapia (Bergman, 2010), com o objectivo de melhorar as perspectivas de cura para 0s

Nnossos animais.

1.3. Oncologia comparada: o cdo como modelo animal de neoplasias humanas

A melhoria dos programas vacinais e nutricionais em medicina veterinaria e o
desenvolvimento de novas técnicas de diagnéstico e tratamento tém aumentado a
esperanca média de vida dos nossos pacientes. Em contrapartida, existe uma maior
probabilidade de desenvolver doencas geriatricas, incluindo neoplasias.

A maioria das neoplasias que ocorre em cdes e gatos apresenta caracteristicas e
comportamento semelhantes aos seus congéneres humanos, embora com progressao mais
rapida. Assim, o periodo entre a exposicdo a potenciais agentes carcinogénicos e o
desenvolvimento de uma neoplasia é consideravelmente inferior ao que se verifica no
Homem. Além disso, estes animais partilham o mesmo ambiente e estilos de vida que os
humanos, o que o0s torna excelentes espécies sentinela na investigacdo oncologica. O
estudo de novas terapéuticas nestes animais € também vantajoso relativamente a utilizagédo
de ratos e outros animais de laboratério, dado partilharem uma anatomia e fisiologia mais
aproximada com a espécie humana. Assim, as neoplasias do cdo e do gato representam
importantes modelos para as neoplasias humanas, quer em estudos epidemiolégicos,
etiologicos e patologicos, quer no desenvolvimento de novas terapéuticas (Marconato,
Gelain & Comazzi, 2013). Por exemplo, o linfoma, a neoplasia hematopoiética mais
frequente no cao, apresenta um excelente paralelismo com a congénere humana. De facto,
os caes desenvolvem tipicamente uma forma multicéntrica agressiva, comparavel ao linfoma
nao-Hodgkin humano. Além disso, trata-se de uma doenc¢a de desenvolvimento espontaneo
em animais imunocompetentes, ndo necessitando ser induzida em laborat6rio (Marconato et
al., 2013).

Apesar dos mais recentes avancos quer em medicina humana, quer em medicina
veterindria, alguns proprietarios de animais de estimacdo e até alguns veterinarios mantém
nocdes derrotistas relativamente as neoplasias e ao seu tratamento, que dificultam por
vezes a instituicdo de uma terapéutica adequada em pacientes oncoldgicos veterinarios. No
entanto, a forte divulgacdo das referidas descobertas tem-se revelado um factor
extremamente importante para que a populacéo se familiarize com as alternativas existentes
e tem vindo a permitir a diminuicdo da atmosfera negativa que se criou a volta do tema.
Desta forma, os proprietérios estdo cada vez mais receptivos a realizagdo dos tratamentos
necessarios, mesmo que paliativos, facilitando o delineamento de novas modalidades

terapéuticas (Vail & Young, 2007).



2. Generalidades em oncologia veterinaria

2.1. Ciclo celular
Todos os tecidos do organismo, quer sejam saudaveis ou neoplasicos, sao constituidos por
células em divisdo activa e por células em repouso (Figura 1). Os organismos multicelulares
possuem uma organizacao interna extremamente eficaz que, em ultima analise, Ihes permite
sobreviver. A divisdo, proliferacdo e diferenciacdo celulares s&o minuciosamente
controladas de forma a criar um equilibrio entre a morte celular e a produ¢cdo de novas
células. Quando células normais sdo sujeitas a ac¢do de factores de stress passiveis de
danificar o ADN ou privar a célula de oxigénio, elas sdo capazes de interromper o ciclo
celular em G1, S ou G2 e/ou sofrer morte celular programada (apoptose). A ocorréncia de
alteracbes nestes mecanismos homeostaticos pode resultar em proliferagdo celular
descontrolada ou inibicdo da morte celular natural, o que faz com que células normais

adquiram fen6tipos malignos (Argyle & Khanna, 2007).

Figura 1: Ciclo celular (adaptado de Cerén, 2009)
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2.2. Carcinogénese

As neoplasias representam uma das principais ameacas a saude de cées e gatos. Como ja
foi referido, um tumor ocorre quando uma determinada célula sofre uma transformacao (ex.:
mutacdo genética) que altera 0os mecanismos normais que controlam a divisdo e
diferenciacéo celular. Assim, ocorre uma proliferacdo descontrolada dessa célula e dos seus
clones, resultando no aparecimento de uma neoformacao (Dobson, 2011).

A base genética da neoplasia pode ser facilmente compreendida através de um modelo
designado “iniciagdo, promogao e progressao” (Trosko, 2001). Segundo este modelo, uma
mutacdo genética é o passo inicial da carcinogénese (iniciacdo). No entanto, esta mutacao
isoladamente ndo é capaz de originar um tumor, ja que as células possuem mecanismos de

adaptacdo e reparacdo do ADN. Se a célula ndo conseguir reparar estes danos, uma
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segunda mutacdo (ou uma série de mutacdes), que se acumula a primeira, é entdo a
responsavel pela transformacdo da célula (e dos seus clones) numa massa tumoral
reconhecivel (promocao). Este periodo de promocao é mais longo e pode ser causado pelo
mesmo agente iniciador ou por outras substéncias, como factores de crescimento ou
hormonas. Finalmente, uma terceira série de mutagdes refor¢ca o potencial de malignidade
da célula (invasdo, destruicdo tissular e mestastizacdo) resultando numa doenca
clinicamente evidente (progressao). A neoplasia é, por isso, o resultado fenotipico de uma
série de eventos genéticos e ndo genéticos, que ocorrem ao longo do tempo (Modiano &
Breen, 2007).

2.3. Etiologia
A maioria dos tumores tem uma etiologia multifactorial. Por um lado, alteracdes genéticas
ocorrem espontaneamente nas células ao longo da vida. Por outro lado, existem alguns
agentes externos que também tém a capacidade de danificar o ADN e causar estas
alteracdes, como alguns virus (papilomavirus, retrovirus), radiacdes (sejam terapéuticas, de
diagnéstico ou ambientais) e alguns quimicos (aminas aromaticas, agentes alquilantes,
entre outros) (Dobson, 2011). Factores hormonais parecem também estar envolvidos na
etiologia oncoldgica, sendo o papel das hormonas sexuais femininas (estrogénio e
progesterona) no aparecimento de neoplasias mamarias em cadelas inteiras, o exemplo
mais bem estudado (Alenza, Pefa, Castillo & Nieto, 2000). Por ultimo, parece também
existir uma predisposicéo hereditaria para algumas neoplasias caninas, embora a sua base

genética permaneca desconhecida (Dobson, 2011).

2.4. Diagnoéstico e Tratamento
Tal como referido anteriormente, nos udltimos 20 anos tém-se verificado alteracbes
importantes na atitude e abordagem dos proprietarios de cdes e gatos e da prépria
comunidade veterinaria, no que se refere ao diagndstico e tratamento de neoplasias.
Actualmente, as principais armas no combate a esta doenga s&o a cirurgia, a radioterapia e
a quimioterapia. A cirurgia € o método mais eficaz no tratamento de muitas neoplasias
“solidas”, como mastocitomas, sarcomas e carcinomas de baixa malignidade. De facto, a
melhoria das técnicas utlizadas e a possibilidade de remover a neoplasia com adequadas
margens de seguranca permite que este procedimento resulte, muitas vezes, na cura do
animal. A radioterapia tem sido utilizada com sucesso no tratamento primério de tumores
cerebrais e nasais, bem como em conjunto com a cirurgia no tratamento de mastocitomas e
sarcomas mais invasivos. Por Ultimo, a quimioterapia continua a ser o tratamento de eleicdo
para neoplasias sistémicas, em particular o linfoma, sendo cada vez mais empregue em

associacdo com a cirurgia nos casos com elevado risco de metastizacdo (Dobson, 2011).
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Apesar do consenso existente quando a eficacia das modalidades actuais, continuam a ser
investigadas novas formas de diagndstico e tratamento oncolégico. Por exemplo, a
utilizacéo de anticorpos monoclonais na imunofenotipagem de neoplasias, como o linfoma e
a leucemia, tem demonstrado possuir um importante valor de prognostico. Da mesma forma,
a imunocitoquimica tem sido amplamente usada no diagnéstico e classificacdo destas e
outras neoplasias. Técnicas imagiolégicas avancadas (ecografia, TC e RM) tém sido
imprescindiveis na detec¢do precoce de neoplasias e na determinagdo da sua extensdo
real, permitindo um melhor planeamento da técnica de remoc¢éao cirdrgica e da abordagem
radioterapéutica (Dobson, 2011).

Novos tratamentos tém sido, igualmente, disponibilizados. Por exemplo, a terapia
fotodinAmica tem sido usada no tratamento do carcinoma de células escamosas superficial
do gato; e novos moduladores do sistema imunitario, com acc¢do antiviral e antineoplasica
simultanea, tém sido utilizados com sucesso no tratamento de carcinomas de células

escamosas e linfoma epiteliotrépico (Dobson, 2011).

2.4.1. Quimioterapia
A quimioterapia € uma modalidade terapéutica muito comum em medicina veterinaria, quer
seja usada isoladamente ou como terapéutica adjuvante de cirurgia e radioterapia. Novos
farmacos, novas associacdes e novos protocolos estdo constantemente a ser estudados e
aplicados. Apesar de a quimioterapia ser normalmente bem tolerada pelos nossos animais,
existe a possibilidade de ocorréncia de efeitos secundarios e reaccdes adversas, que serdo
referidos posteriormente.
A quimioterapia esta indicada no tratamento de neoplasias quimiosensiveis, como
neoplasias hematopoiéticas (linfoma, leucemia, mieloma multiplo) e neoplasias com alta
probabilidade de metastizacdo (osteossarcoma, hemangiossarcoma). Para que um farmaco
antineoplasico seja eficaz, ele deve atingir a célula em questdo e exercer um efeito tdxico
sobre a mesma. Para isso, a célula deve ser susceptivel ao farmaco (deve estar numa fase
activa do ciclo celular) e ndo ter desenvolvido resisténcia.
O mecanismo de accdo de um farmaco antineoplasico pode ser especifico ou n&o-
especifico de fase do ciclo celular. Isto é, os farmacos citotéxicos podem danificar o ADN,
inibindo a replicagdo celular e/ou induzindo a apoptose, ou interferir com uma fase
especifica do ciclo celular, como a mitose, prevenindo que esta se complete (Chun, Garrett
& Vail, 2007). Células em divisédo activa sdo mais sensiveis a lesées do ADN e a alteracdes
dos processos celulares, pelo que a quimioterapia € mais eficaz em tumores de elevado
indice mitotico (Chun et al., 2007).
Os farmacos antineoplésicos podem ser utilizados isoladamente ou em combinagdo com
outros. Os protocolos de farmaco Unico tém a vantagem de serem mais baratos,

acarretarem menor risco de toxicidade e de serem necessarias menos visitas ao veterinario.
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Por outro lado, apresentam menor eficacia e maior probabilidade de desenvolvimento de
resisténcia que os protocolos de associacado de farmacos. Estes ultimos, no entanto, sédo
mais dispendiosos, apresentam maior risco de toxicidade e exigem uma maior
disponibilidade por parte dos proprietérios (consultas repetidas, maior monitorizagédo) (Valil,
2011). Nos protocolos de associacdo de farmacos é realizada a rotacdo de agentes com
diferentes propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas, o que impede a toxicidade
acumulada num Unico 6rgéo e cada um deles deve exercer alguma eficicia isolada sobre a
neoplasia. Devem, contudo, ser usadas as doses maximas sempre que possivel e associar-
se farmacos com diferentes mecanismos de accao sobre as células neoplésicas de forma a
maximizar o0 numero de células mortas. A dose apropriada para qualquer farmaco deve
entdo ser a maxima tolerada, administrada a intervalos de tempo curtos, mas de forma a
manter 0s niveis de toxicidade aceitaveis. Os farmacos antineoplasicos sao normalmente
doseados com base na area de superficie corporal (ASC), em metros quadrados (m?). No
Anexo | - Tabela 10 é apresentada uma tabela de conversdo de peso vivo em ASC para

caes e gatos.
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3. Linfoma canino

O linfoma (linfoma maligno ou linfossarcoma) inclui um grupo variado de neoplasias que tém
em comum a sua origem em células linforeticulares. Geralmente, desenvolve-se em tecidos
linféides, como linfonodos, baco e medula 6ssea podendo, contudo, ter origem em quase
todos os tecidos do organismo, incluindo tecidos néo linféides (Vail & Young, 2007).

3.1. Incidéncia
O linfoma € uma das neoplasias mais frequentes no céo, sendo a principal neoplasia
hematopoiética da espécie (Vail & MacEwen, 2000). Afecta cdes de qualquer género,
geralmente animais mais velhos, com idade média de 6 a 9 anos. O linfoma pode ocorrer
em qualquer raga, mas um estudo realizado no Reino Unido sugere a existéncia de uma
predisposicdo em Boxers, Bull Mastiffs, Basset Hounds, Sdo Bernardos, Scottish Terriers,
Airedale Terriers e Bulldogs (Edwards, Henley, Harding, Dobson & Wood, 2003). A
incidéncia anual desta neoplasia tem vindo a aumentar ao longo dos anos, sendo

semelhante a do linfoma humano (Vail & MacEwen, 2000).

3.2. Etiologia
Tal como outras neoplasias, o linfoma tem uma etiologia multifactorial. As causas mais
importantes incluem factores genéticos, infecciosos, ambientais e imunodepressores.
No que se refere aos factores genéticos foi ja reportada uma predisposicéo genética em Bull
Mastiffs (Onions, 1984), estando envolvida uma mutagcdo no gene supressor de tumores p53
(Veldhoen, Stewart, Brown & Milner, 1998; Nasir & Argyle, 1999). Alteracbes epigenéticas
também tém sido investigadas em cdes com linfoma, sendo a hipometilacdo do ADN uma
caracteristica das células neoplasicas da maioria dos casos de linfoma (Pelham, Irwin &
Kay, 2003).
Relativamente aos factores infecciosos tem sido sugerido o envolvimento de retrovirus na
patogénese do linfoma canino, tal como acontece na espécie felina (Tomley, Armstrong,
Mahy & Owen, 1983). Paralelamente, pensa-se que pode existir uma associagdo entre a
infeccdo por Helicobacter sp. e o desenvolvimento de linfoma géstrico, tal como acontece no
Homem (Rossi et al., 1999).
Quanto aos factores ambientais, importa referir que, apesar de alguns estudos indicarem o
contacto com certos herbicidas (como o &cido 2,4-diclorofenoxiacético) como factor
predisponente para o desenvolvimento de linfoma humano, os estudos realizados em
animais ndo parecem suportar essa evidéncia (Garabrant & Phillbert, 2002). A residéncia em
zonas industriais, a utilizacdo de certos quimicos (p.e.: tintas e solventes) pelos proprietarios
e a exposicdo a campos magnéticos também necessitam de ser investigados com maior
rigor, quanto a possibilidade de aumentar o risco de linfoma em cées expostos a estes
factores (Vail & Young, 2007).
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Por ultimo, uma fung&o imunitaria comprometida tem sido encontrada em cées com linfoma
(Keller, 1992; Blackwood, German, Stell & O’Neill, 2004). Em medicina humana, o primeiro
factor de risco encontrado para o desenvolvimento de linfoma foi a imunodepressdo em
pacientes transplantados, que necessitam de terapéutica imunodepressora para evitar
rejeicbes (Penn, 1974, 1990). Tipicamente, estas terapéuticas utilizavam prednisolona e
azatioprina, mas a introducdo de ciclosporina foi associada a um aumento do namero de
casos descritos. Em medicina veterinaria, foi reportado um caso de aparecimento de linfoma
multicéntrico num Pastor Alemao, quatro semanas apés o tratamento de fistulas e Ulceras

perianais com ciclosporina e cetoconazol (Blackwood et al., 2004).

3.3. Classificacao
A classificacdo do linfoma canino pode ser feita com base na localizagcdo anatémica, bem

como em critérios histolégicos, citoldégicos e imunofenotipicos (Vail & Young, 2007).

3.3.1. Classificacdo anatémica
As formas anatémicas mais comuns, por ordem decrescente de prevaléncia, séo: linfoma
multicéntrico, linfoma gastrointestinal (Gl) ou alimentar, linfoma cutdneo e linfoma
mediastinico. Menos frequentemente sdo ainda observadas formas extranodais (fora do
sistema linfatico) que afectam o olho, o sistema nervoso central (SNC), o 0sso0, 0s testiculos,
a bexiga, o coracéo e a cavidade nasal (Vail & Young, 2007; Vail, 2011).
As caracteristicas clinicas e os diagndsticos diferenciais de cada uma das formas referidas

encontram-se resumidas no Anexo Il - Tabela 11.

3.3.2. Classificagao histol6gica e imunofenotipica
Os linfomas originam-se a partir da clonagem de células linféides com caracteristicas
imunofenotipicas e morfologicas variadas. Muitos sistemas histolégicos tém sido utilizados
para classificar os linfomas nao-Hodgkin em medicina humana, sendo alguns deles
empregues igualmente em medicina veterinaria (ex.: WHO, REAL, Kiel) (Vail, 2011). O novo
sistema da OMS, que classifica o linfoma humano de acordo com critérios morfologicos,
fenotipicos, genéticos e moleculares, € o actualmente utilizado na classificagdo do linfoma
canino (Campo et al., 2011). Neste sistema, os linfomas séo classificados em baixo e alto
grau de malignidade (Lymphoma Association, 2011). Os linfomas de baixo grau de
malignidade (linfomas indolentes) s@o geralmente constituidos por pequenas células
linfociticas com baixo indice mitdtico e, como tal, de progressdo lenta. Embora sejam
tumores menos responsivos a quimioterapia, estdo associados a tempos médios de vida
(TMV) longos. Pelo contrario, os linfomas de alto grau de malignidade (linfomas agressivos)
sdo constituidos por grandes células linfoblasticas de elevado indice mit6tico, progredindo

mais rapidamente. Apresentam, contudo, melhor resposta a quimioterapia (Teske et al.,
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1994; Lymphoma Association, 2011). Tal como o que se verifica no linfoma humano, o
linfoma canino pode ainda ser classificado de acordo com o tipo de linfécitos que o constitui
(fendtipo). Por isso, existem linfomas de células B, linfomas de células T e os designados
linfomas de células null (i.e., que ndo apresentam reactividade, nem para os receptores dos
linfécitos T, nem para os de linfécitos B). Esta classificacdo é importante para o prognostico
(Fan, 2003). De facto, caes com linfoma de células T apresentam uma menor taxa de
resposta a quimioterapia, periodos de remissdo e TMV mais curtos do que cdes com
linfomas de células B (Appelbaum et al., 1984; Teske et al., 1994; Ruslander, Gebhard,
Tompkins, Grindem & Page, 1997). Além disso, estes linfomas tendem a estar associados a
hipercalcémia, que também representa um factor de prognostico negativo. Em medicina
veterinaria, 60-80% dos casos de linfoma sao linfoma de células B, 10-38% sao linfoma de
células T, 22% sdao linfomas mistos (constituidos por linfécitos B e T) e menos de 5% séo
linfomas de células null (Appelbaum et al., 1984; Teske et al., 1994; Ruslander et al., 1997;
Modiano et al., 2005). Assim, é importante determinar o grau histolégico dos linfomas
caninos e realizar a sua imunofenotipagem, que seré referida posteriormente. Este fenétipo

também parece obedecer a uma predisposi¢ao racial (Modiano et al., 2005).

3.4. Apresentagdao, sinais clinicos e sindromes paraneoplasicas

Os sinais clinicos associados ao linfoma canino sé@o variaveis e dependem da extensédo e
localizacdo da neoplasia (Anexo II: Tabela 11). No entanto, a apresentacdo tipica € a de
uma linfadenopatia generalizada (Vail, 2011). Apresenta¢gdes menos comuns incluem casos
limitados ao baco e/ou figado (linfoma hepatoesplénico), caracterizando-se por auséncia de
linfoadenopatia periférica e infiltracdo do figado, baco e medula Gssea, geralmente com
linfocitos T (Vail & Young, 2007).

O linfoma canino pode também estar associado a sindromes paraneoplasicas. As sindromes
paraneoplasicas resultam dos efeitos indirectos das neoplasias, devido a producdo e
libertagdo de substancias biologicamente activas como hormonas, factores de crescimento e
citoquinas (Vail, 2011). No linfoma canino, a principal sindrome paraneoplasica é uma
anemia de doencga cronica, caracterizada pela diminuicdo do tempo de semi-vida dos
eritrocitos. Geralmente, trata-se de uma anemia ndo regenerativa ligeira/moderada,
normocitica e normocromica (Vail & Young, 2007), mas pode também ocorrer anemia
hemolitica.

Para além da anemia é também frequente a ocorréncia de hipercalcémia em cdes com
linfoma (Vail, 2011). De facto, ela ocorre em 10-40% dos casos e € mais comum na forma
mediastinica (Vail & Young, 2007). Clinicamente, a hipercalcémia € caracterizada por
anorexia, perda de peso, fraqueza muscular, letargia, poliaria (PU), polidipsia (PD) e, mais
raramente, depressdo do SNC ou coma. A hipercalcémia esta normalmente associada a

producao ectdpica de uma substancia do tipo hormonal, um péptido com estrutura e funcéo
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semelhantes a paratormona (paratormone related peptide - PTH-rP), que € produzido pelas
células neoplasicas (geralmente células T) (Rosol et al., 1992). Assim, a presenca de
hipercalcémia pode auxiliar o diagndstico e servir como marcador da resposta a terapéutica.
Outras sindromes paraneoplasicas associadas ao linfoma incluem gamopatias monoclonais,
neuropatias e caquexia, sendo também frequente a ocorréncia de neutropénia (Vail &
Young, 2007). A neutrofilia pode ser observada em 25-40% dos cdes com linfoma, sendo a
linfocitose pouco comum (20% dos casos). A trombocitopénia pode ser encontrada em 30-
50% dos casos, mas as hemorragias espontaneas raramente constituem um problema (Vail,
2011).

3.5. Abordagem clinica: diagndéstico e estadiamento

Em todos os cées com suspeita de linfoma, independentemente da localizacdo anatémica, o
diagnostico deve incluir a realizagdo de: (1) um exame clinico minucioso, incluindo palpagéo
dos linfonodos, palpagdo abdominal e auscultagdo cardio-pulmonar; (2) um hemograma
completo para pesquisa de anemia e outras alteracbes hematoldgicas referidas
anteriormente, bem como pesquisa de linfocitos atipicos circulantes; (3) um perfil bioquimico
basico (incluindo célcio total ou ionizado) para pesquisa do envolvimento dos 6rgaos
internos e hipercalcémia; (4) e uriandlise para determinacdo da fungéo renal (Vail & Young,
2007). Para a avaliacéo do envolvimento dos 6rgdos internos estdo ainda indicados exames
como a radiografia toracica e a ecografia abdominal.

O exame morfolégico dos tecidos e células tumorais € também essencial para o diagnéstico
de linfoma. Embora a andlise citologica de uma PAAF seja normalmente suficiente para
fazer um diagnéstico definitivo de linfoma, a biépsia dos linfonodos é preferivel para a
classificacdo histolégica e imunofenotipagem (Vail, 2011). Num linfonodo saudavel existem
75-95% de linfécitos pequenos, 5-15% de linfécitos médios e cerca de 5% de linfocitos de
grandes dimensdes (linfoblastos), juntamente com plasmécitos, mastécitos, neutrofilos e
macrdéfagos. Estas proporcdes sao variaveis de acordo com o processo em desenvolvimento
(inflamacéo, neoplasia). Na maioria dos linfomas a quantidade de linfoblastos é superior a
50% das células linféides, sendo o linfoma linfocitico (de linfécitos pequenos) mais raro
(Cowell, Dorsey & Meinkoth, 2003). E também importante diferenciar o linfoma de uma
hiperplasia reactiva. Se possivel, o diagndstico deve ser feito através de amostras de
linfonodos periféricos, evitando-se assim bidpsias percutaneas do bago ou figado. Contudo,
se nao existir envolvimento de linfonodos periféricos, devem colher-se amostras de tecidos
envolvidos da cavidade abdominal (figado, baco e linfonodos abdominais) através de
biopsias/PAAFs ecoguiadas (Vail, 2011). As técnicas referidas sdo as mais simples e
praticas de realizar, contudo, a classificacdo do linfoma quanto ao grau de malignidade é
mais rigorosa quando feita através de cortes histologicos, pelo que deve ser extraido um

linfonodo inteiro, incluindo a capsula (Vail & Young, 2007).
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Apbs obtencdo de um diagndstico definitivo, a extensdo da doenca deve ser determinada e
correlacionada com o seu estadio clinico. O sistema de estadiamento da OMS é a
ferramenta normalmente usada para o estadiamento do linfoma canino e encontra-se
ilustrado na Tabela 2. Mais de 80% dos cdes séo apresentados a consulta em estadios
avancados (estadio Il ou 1V) (Vail & Young, 2007).

Para estadiar um linfoma € necesséario avaliar o envolvimento dos linfonodos, 6rgaos
internos e medula 6ssea. Assim, esta indicada PAAF ou biépsia de medula 6ssea. Apesar
de a avaliacdo da medula éssea fornecer informagéo progndstica importante, o facto de a
terapéutica se basear sempre em protocolos muito semelhantes (como descrito
posteriormente) faz com que, até ha poucos anos, ela fosse considerada desnecessaria no
caso de o proprietério optar pelo tratamento, independentemente do estadio da doenca. No
entanto, foi recentemente reportada uma alteragéo eficaz no tratamento de linfoma canino
com envolvimento medular (Marconato et al., 2008), o que confere a avaliagdo da medula
0ssea uma nova e refor¢cada importancia.

Como referido anteriormente, a realizacdo de radiografias toracicas e ecografias abdominais
é importante na determinagdo da extensdo do envolvimento interno. Exames imagiolégicos

mais avancados como TC e RM também se podem revelar informativos.

Tabela 2: Sistema de estadiamento da OMS para linfoma (adaptado de Vail & Young, 2007)

Estadio Critérios

Envolvimento de apenas um linfonodo

a. Sem sinais clinicos da doencga
b. Com sinais clinicos da doenca

Envolvimento dos linfonodos regionais

a. Sem sinais clinicos da doencga
b. Com sinais clinicos da doenga

Linfadenopatia generalizada

I C
a. Sem sinais clinicos da doencga

b. Com sinais clinicos da doenga

Envolvimento do figado e/ou bago (com ou sem estadio Il1)

v T
a. Sem sinais clinicos da doenca
b. Com sinais clinicos da doenca
Envolvimento da medula éssea ou sangue e/ou 6rgdos ndo
Vv linféides (com ou sem estadios I-1V)

a. Sem sinais clinicos da doenga
b. Com sinais clinicos da doenga

3.5.1. Imunofenotipagem e clonagem celular
A imunofenotipagem €é uma técnica utilizada para determinar o tipo de células que
constituem o linfoma. O fendtipo de um linfécito é identificado pela determinacdo da
expressao de moléculas especificas de células B (CD79a, CD20, CD21, IgM, IgG) e T (CD3,

CD4, CD5, CD8) (Gelain & Comazzi, 2011). Para isso, anticorpos monoclonais contra estes
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marcadores linfocitarios sdo aplicados a cortes histoldégicos (imunohistoquimica), citologias
(imunocitoquimica), ou células individuais (citometria de fluxo - CF).

Por vezes, o diagnostico de linfoma ndo é possivel através de critérios puramente
histologicos e citoldgicos. Nesses casos, podem ser vantajosas técnicas moleculares mais
avancadas. Por exemplo, quando tecidos suspeitos, linfécitos circulantes ou liquidos de
efusdo incluem uma populacdo de células mista ou ndo discriminam totalmente entre
proliferagcbes de linfocitos malignas ou benignas, pode ser util a realizacdo de
imunofenotipagem através de CF ou provas de clonagem celular (Vail, 2011).

A CF, técnica muito utilizada em medicina humana, ndo sé permite a fenotipagem do
linfoma, como a determinacdo do grau de maturidade das suas células. De facto, esta
técnica permite identificar neoplasias de células precursoras (leucemia aguda) ou de células
maduras (linfoma e leucemia crénica). Esta diferenciagéo é feita através da identificacdo da
molécula CD34, expressa na membrana de precursores mieldides e linféides, mas ausente
nas células que abandonam a medula 6ssea (Gelain & Comazzi, 2011). A CF tem a
vantagem de permitir a caracterizacdo simultdnea de um elevado numero de células.
Contudo, a sua aplicacdo em medicina veterinaria é ainda limitada.

A capacidade de produzir clones constitui a base da malignidade. Uma populacéo de células
malignas é, em teoria, derivada da proliferacdo de um unico clone maligno, caracterizado
por uma regido de ADN especifica desse tumor. Por exemplo, num linfoma de células T,
todas as células malignas devem conter a mesma sequéncia de ADN na regido que codifica
os receptores das células T. Da mesma forma, num linfoma de células B, todas as células
malignas devem ter sequéncias de ADN idénticas na regido que codifica a imunoglobulina
(lg) receptora. Pelo contrario, numa linfocitose reactiva benigna, as células séo policlonais,
pelo que possuem receptores de antigénios (Ag) diferentes. Com base neste conhecimento,
varios investigadores tém usado técnicas de Polymerase Chain Reaction (PCR) para
amplificar estas regifes de forma a caracterizar a populacado de linfécitos envolvidos (Avery
& Avery, 2004).

Para além de auxiliarem o diagnostico, estas técnicas moleculares podem ser (teis na

determinacgéo precoce de recidivas e no estadiamento clinico.

3.6. Prognéstico
Apés estabelecimento do diagndstico, caes ndo submetidos a tratamento vivem, geralmente,
4-6 semanas, embora animais com tumores de baixo grau de malignidade possam viver
mais tempo (Vail, 2011). Inicialmente, o maneio do linfoma é muito positivo, com taxas de
resposta a atingir os 90% em animais tratados com quimioterapia de associacdo de
farmacos. O TMV ronda os 12 meses apoés tratamento adequado, sendo que cerca de 25%
dos animais sobrevivem pelo menos dois anos. Além disso, a percep¢do dos proprietarios

no que se refere a qualidade de vida do seu animal durante o tratamento, é geralmente
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satisfatéria (Bronden, Rutteman, Flagstad & Teske, 2003). Infelizmente, muitos animais
sofrem recidivas.

O linfoma é uma doenca tipicamente sistémica pelo que requer uma abordagem terapéutica
sistémica (como a quimioterapia). Algumas excepcdes incluem casos de linfoma solitario
nodal ou extranodal, onde inicialmente se aconselham terapéuticas localizadas (como
cirurgia ou radioterapia) (Vail, 2011). Apesar das elevadas taxas de remisséo actualmente
conseguidas, novas alternativas terapéuticas continuam a ser estudadas, ja4 que se tem
revelado dificil aumentar a fasquia dos 12 meses de TMV.

O prognéstico do linfoma canino é entdo variavel, dependendo de uma série de factores. Os
dois factores com maior correlacdo com o prognéstico sdo o fendtipo e o subestadio
baseado na classificagdo da OMS (Vail & Young, 2007). Muitos estudos tém confirmado que
cdes com linfomas imunoreactivos para CD3 (caracteristicos de linfécitos T) apresentam
remissdes e TMV mais curtos (Appelbaum et al., 1984; Teske et al., 1994; Ruslander et al.,
1997). Da mesma forma, caes com subestadio b (i.e., com sinais clinicos) tém tendéncia a
responder menos a quimioterapia apresentando TMV inferiores aos conseguidos no linfoma
de subestadio a.

Outros factores incluem (1) o estadio da OMS, sendo que cdes em estadio | ou Il
apresentam um melhor prognéstico do que cédes em estadios mais avangados (lll, IV e V);
(2) critérios histopatol6gicos, sendo que linfomas de alto grau de malignidade estdo
associados a elevadas taxas de resposta mas menor TMV que linfomas com baixo grau de
malignidade (Teske et al., 1994); (3) a existéncia de hipercalcémia (calcio plasmatico>11.9
mg/dl), que se revela um factor negativo, principalmente quando associada a linfomas de
células T (Vail & Young, 2007); (4) a presenca de anemia ou o envolvimento dos linfonodos
mediastinicos craniais, que também diminui a probabilidade de resposta ao tratamento; (5) e
ainda o tratamento prévio com esterdides, que aumenta a resisténcia da neoplasia aos
restantes quimioterapicos (Vail, 2011). Finalmente, também a localizagdo anatémica parece
influenciar o prognéstico. Por exemplo, o linfoma cutédneo generalizado, o linfoma alimentar
e o linfoma hepatoesplénico apresentam pior prognéstico que as restantes formas
(Ruslander et al., 1997). Em alguns cées com linfoma pode existir envolvimento da medula
O0ssea e linfocitos malignos circulantes no sangue periférico. Estes animais tendem

igualmente a ter pior prognostico.

3.7. Tratamento do linfoma canino
A abordagem terapéutica em caso de linfoma depende do estadio e subestadio da doenca,
da presenca ou auséncia de sindromes paraneoplasicas, do estado clinico do paciente e de
aspectos financeiros e de cumprimento das indica¢cdes do médico veterinario por parte dos

proprietarios. Com algumas excepcbes, o linfoma canino é considerado uma doenca

sistémica e, como tal, requer uma terapéutica sistémica de forma a atingir uma remissao
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completa (RC) e um TMV alargado. Assim, a quimioterapia sistémica continua a ser a
terapéutica de eleicdo para o linfoma canino (Vail & Young, 2007). Em geral, os protocolos
de associacao de farmacos tém uma eficacia superior relativamente a protocolos de farmaco
unico. Contudo, apesar da grande variedade de opc¢fes terapéuticas, € dificil atingir a cura,
pelo que o principal objectivo passa por induzir uma RC, rdpida e duradoura (indugéo),
reinduzir a remissdo no caso de ocorrerem recidivas (reinducdo) e, finalmente, induzir
remiss@es quando a neoplasia deixa de responder aos farmacos iniciais, utilizando farmacos

ausentes no protocolo original (resgate) (Marconato et al., 2013).

3.7.1. Protocolos de associagao de farmacos

Muitos protocolos quimioterapicos para cdes com linfoma tém sido desenvolvidos durante os
tltimos 15 a 20 anos. Contudo, a maior parte dos protocolos de associacdo de farmacos
utiizados em medicina veterinaria sdo modificacbes do protocolo CHOP, inicialmente
desenvolvido para tratamento do linfoma humano. O protocolo CHOP consiste numa
combinagéo de ciclofosfamida (C), doxorrubicina (H — hidroxidaunorrubicina), vincristina (O —
oncovin®) e prednisona/prednisolona (P). O protocolo original induz uma RC em cerca de
60-90% dos cées, com TMV de 6-12 meses (Vail & Young, 2007; Chun, 2009). A durag&o
das respostas pode, no entanto, variar de acordo com a presencga ou auséncia dos factores
de progndstico discutidos anteriormente. Os cdes que respondem a quimioterapia e atingem
uma RC ficam normalmente livres de sinais clinicos associados ao linfoma, recuperando a
gualidade de vida.

Tradicionalmente, os protocolos quimioterapicos para linfoma eram compostos por duas
fases distintas: a inducdo e a manutencdo. Durante a fase de indugdo, os tratamentos
agressivos semanais eram administrados de forma a reduzir rapidamente o namero de
células malignas. Depois da inducgédo, era utilizada uma terapéutica de manutencao, com
menor frequéncia de administracdo, na tentativa de controlar o crescimento das células
neoplasicas remanescentes (Fan, 2003). No entanto, a necessidade e eficacia desta
terapéutica de manutencéo tem sido posta em causa. De facto, ela tem-se mostrado ineficaz
em humanos com linfoma Hodgkin, ndo-Hodgkin e mieloma mudltiplo (Vail & Young, 2007).
Actualmente, e ap0s a realizacdo de alguns estudos em cées (Chun, Garret & Vail, 2000;
Garret, Thamm, Chun, Dudley & Vail, 2002), pensa-se que este periodo de manutenc¢do ndo

apresenta vantagens, sendo protocolos mais curtos e sem fase de manutencdo os mais utilizados.

3.7.2. Protocolos de farmaco unico
Actualmente, os agentes mais eficazes contra o linfoma sdo a doxorrubicina, a L-
asparaginase, a vincristina, a ciclofosfamida e a prednisona. Outros farmacos, considerados
de segunda linha, incluem a vimblastina, a actinomicina-D, a mitoxantrona, o clorambucilo, o

metotrexato e a lomustina (Vail & Young, 2007). No entanto, com a excepcdo da
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doxorrubicina, a inducdo com um farmaco Unico ndo resulta em remissdes duradouras
(Valerius, Ogilvie, Mallinckrodt & Getzy, 1997; Simon et al., 2008).

3.7.3. Reinducéo e resgate

Embora se consigam elevadas taxas de remissdo com o0s protocolos de associacdo de
farmacos existentes e a qualidade de vida dos pacientes seja mantida durante o periodo de
remissao, a maioria dos cdes acaba por sofrer uma recidiva (Vail, 2011). Normalmente, isto
representa a emergéncia de clones tumorais mais resistentes a quimioterapia, embora
também possa ser consequéncia de dosagens e frequéncias de administracdo inadequadas
ou falha em atingir elevadas concentracdes de farmacos antineoplasicos em alguns locais,
como o SNC (Vail & Young, 2007).

Quando a recidiva ocorre ap0s a descontinuacdo do protocolo inicial, deve tentar-se a
reindugdo com a reintroducdo do mesmo protocolo (Garret et al., 2002). Neste caso, a
probabilidade de uma segunda remisséo continua alta (100% no estudo citado), embora a
sua duragdo seja normalmente metade da primeira. Se a reindugéo falhar ou o animal ndo
responder a inducdo inicial, deve ser tentada a introducdo de farmacos/protocolos de
resgate. Estes farmacos sdo agentes nao utilizados nos protocolos originais, sendo
introduzidos em caso de resisténcia (Ettinger, 2003). Varios protocolos de resgate tém sido
descritos. Os mais comuns incluem protocolos de farmaco Unico ou associacdo de
actinomicina D, mitoxantrona e doxorrubicina (caso ndo tenha sido incluida no protocolo
inicial); a associag@o de doxorrubicina com dacarbazina; a lomustina, a L-asparaginase; e o
protocolo de associagdo MOPP (M - mecloretamina, O - vincristina, P - prednisona e P -
procarbazina) (Rassnick et al., 2002; Vail & Young, 2007).

3.7.4. Consideragdes finais

Ao longo do tempo, varios protocolos de quimioterapia tém sido reportados na literatura
veterinaria, o que pode reflectir a incapacidade de atingir a cura na maioria dos casos.

O protocolo mais antigo usado em pacientes veterinarios era um protocolo de associacao
com ciclofosfamida, vincristina, e prednisona (COP). Trata-se de um protocolo relativamente
simples, tipicamente bem tolerado, resultando em taxas de RC de 60-70% e TMV de 6 a 7
meses (Vail & Young, 2007). No entanto, est4 actualmente estabelecido que os protocolos
mais eficazes contra linfoma incluem a doxorrubicina e s&o, essencialmente, variacdes do
protocolo CHOP referido anteriormente (Hosoya et al., 2007). Apesar da maior parte destes
protocolos CHOP incluir L-asparaginase, que pode ser iniciada em varios momentos do
protocolo, varios estudos confirmam que a adi¢cdo deste farmaco em protocolos de inducao
ndo resulta em aumentos significativos na taxa de remissao, da rapidez com que a mesma é
atingida e da sua duracdo. Por isso, a utilizacdo de L-asparaginase esta reservada para

situacdes de resgate (Jeffreys et al., 2005; MacDonald, Thamm, Kurzam, Turek & Vail, 2005).
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4. Quimioterapia e toxicidade

Como ja foi referido, a maioria dos agentes e protocolos quimioterdpicos utilizados em
medicina veterinaria sdo bem tolerados pelos animais. De facto, a maioria dos protocolos
séo delineados de forma a resultar em menos de 5% de hospitalizagdes e menos de 1% de
mortalidade devidas a potencial toxicidade (Chun et al., 2007). Contudo, muitos
quimioterpicos tém a capacidade de causar efeitos secundarios agudos ou crénicos. Os
farmacos mais frequentemente utilizados no tratamento do linfoma, bem como o seu
mecanismo de accdo, toxicidade e indicacbes terapéuticas estdo listados no Anexo Il -
Tabela 12. Uma vez que estes farmacos exercem a sua accao sobre células em divisdo
activa, os efeitos secundarios fazem-se sentir principalmente ao nivel de sistemas e
aparelhos que sejam constituidos por estas células, especialmente a medula 6ssea e o
tracto gastrointestinal (TGI) (Lana & Dobson, 2011).

Geralmente, esté indicada uma reducgéo de 20% na dose de farmaco administrada, em caso
de toxicidade Gl e mielodepresséo grave (<500 neutréfilos/uL no momento do nadir; ou
<2000/pL no momento da préxima sessao) (Chun et al., 2007). No entanto, reducdes nas

doses nao devem ser encaradas com leveza, ja que irdo influénciar a eficicia do tratamento.

4.1. Mielodepresséao
A medula éssea é sensivel aos efeitos toxicos da quimioterapia devido ao seu elevado
indice mitético. Como os tempos de circulagéo e de semi-vida de cada linha celular formada
na medula 6ssea séo diferentes, geralmente comeca por ocorrer neutropénia (menor tempo
de semi-vida), seguida de trombocitopénia. A ocorréncia de anemia € rara no cao e no gato
(Lana & Dobson, 2011).
Embora comum, a neutropénia é geralmente moderada, ndo acarretando complicacdes
clinicas. Contudo, uma neutropénia mais grave pode resultar em sépsis. O nadir da
neutropénia ocorre 7-10 dias ap6s a administracdo da maioria dos farmacos, pelo que a
maioria dos protocolos estdo desenhados de forma a permitir a recuperacdo da medula
O0ssea entre administracdes (Lana & Dobson, 2011). Nao obstante, € aconselhada a
monitorizacdo dos pacientes com hemogramas completos antes de cada sessdo de
tratamento. De facto, os tratamentos devem ser adiados 5-7 dias caso a contagem de
neutrofilos seja inferior 2000/pL (Chun et al., 2007). Importa ainda referir que animais com
neutropénias graves podem n&o apresentar os tipicos sinais de infec¢do devido a falta de
células para montar uma resposta inflamatoria. No entanto, podem apresentar letargia,
anorexia e mau estado geral (Lana & Dobson, 2011).
A trombocitopénia também n&o tem, geralmente, importancia clinica, ndo existindo perigo de
hemorragias. Caso a contagem de plaquetas seja inferior a 50 x 10%/uL, a administracdo de
farmacos com efeitos medulares deve ser adiada até recuperacdo das contagens (Lana &
Dobson, 2011).
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No caso de a citopénia ser secundaria a neoplasia (e ndo a toxicidade dos farmacos
administrados), o tratamento deve ser continuado até que as contagens celulares voltem ao
normal. Além disso, a maioria dos efeitos secundarios dos protocolos antineoplasicos sao
auto-limitantes, ndo necessitando de intervencdo médica.

A administracdo profilactica de antibidticos esta indicada em animais com mielodepressao,
principalmente na presenca de sinais clinicos e/ou febre, bem como a pesquisa de possiveis
fontes de infeccdo (Chun et al., 2007).

4.2. Toxicidade gastro-intestinal

Tal como a medula 6ssea, também o TGI € constituido por células em constante renovacao.
Como tal, a toxicidade Gl é um dos efeitos secundarios mais frequentemente observados.
Em medicina veterinaria, a maioria dos quimioterapicos causa emese retardada (24-48h
apo6s administracdo) (Lana & Dobson, 2011).

Outros sinais Gl incluem anorexia e diarreia, que podem resultar da destruicdo directa das
células do epitélio intestinal. Neste caso, pode ocorrer translocagdo bacteriana e sépsis
(principalmente se o animal ja apresentar neutropénia) (Lana & Dobson, 2011).

Como consequéncia dos efeitos Gl pode ainda ocorrer depressdo, desidratagdo e
desequilibrios electroliticos. Para tentar controlar esta situagdo podem ser administrados

antieméticos como metoclopramida, ondansetron ou maropitant (Lana & Dobson, 2011).

4.3. Outros efeitos toxicos
Embora se trate de uma situagao rara e sem significado clinico, é possivel a ocorréncia de
alopécia ou atrasos no crescimento do pélo (Lana & Dobson, 2011).
Alguns quimioterapicos tém accao vesicante, podendo causar irritacdo ou necrose tissular
em caso de extravasao (ex.: vincristina, vimblastina, doxorrubicina). A gravidade da reaccéo
depende do farmaco e da quantidade extravasada (Lana & Dobson, 2011).
Os farmacos que mais frequentemente causam reaccdes alérgicas sdo a L-asparaginase e
a doxorrubicina, devendo os animais ser cuidadosamente observados durante e apos a
administracdo destes quimiotergpicos. No cdo, os sinais clinicos de hipersensibilidade
incluem urticaria, eritema, excitacdo, vomito e edema das pélpebras e labios. Reaccdes
graves podem levar a hipotenséo e colapso circulatorio (Lana & Dobson, 2011).
A toxicidade cardiaca, que pode ser aguda ou cronica, estd geralmente associada a
administracdo de doxorrubicina no c&o. A forma aguda manifesta-se por arritmias
transitérias que ocorrem durante ou imediatamente apos a administracdo do farmaco. A
forma crénica € mais comum e pode resultar numa cardiomiopatia dilatada e possivel
insuficiéncia cardiaca congestiva irreversivel (Lana & Dobson, 2011).
A cistite hemorragica estéril € uma possivel complicacdo da administracdo cronica de

ciclofosfamida no céo. Os sinais clinicos incluem hematdria, disuria e polaquildria (Lana &
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Dobson, 2011). Para prevenir a ocorréncia deste tipo de cistites € aconselhavel a
administracdo de furosemida (2,2 mg/kg) antes da administracdo de ciclofosfamida IV
(Charney, Bergman, Hohenhaus & McKnight, 2003). A bexiga ndo é o unico local do
aparelho urinario que pode ser afectada, jA& que os rins constituem a principal via de
eliminacdo para a maior parte dos fdrmacos antineoplésicos e seus metabolitos. No céo, os
farmacos que mais frequentemente causam nefrotoxicidade sdo a cisplatina e o metotrexato
(Lana & Dobson, 2011).

A neurotoxicidade associada a quimioterapia ndo é muito frequente nos nossos animais. No
entanto, pode ocorrer como consequéncia da administracdo de vincristina, cisplatina e 5-
fluorouracilo (Lana & Dobson, 2011).

Finalmente, a sindrome de lise tumoral (Acute Tumour Lysis Syndrome - ATLS) é uma
emergéncia oncolégica que resulta da lise rdpida de células malignas em resposta a
quimioterapia. Durante este processo ocorre libertagdo de produtos intracelulares e, como
consequéncia, a quantidade de ides em circulagdo excede a capacidade excretora dos rins.
Ocorrem, por isso, desequilibrios electroliticos graves, potencialmente fatais (hipercalémia,
hiperfosfatémia, hipocalcémia, acidose metabdlica). Adicionalmente, a morte massiva de
células neoplésicas provoca a libertacdo de purinas, resultando na acumulagdo de acido
arico, que pode provocar insuficiéncia renal aguda. Em medicina humana, esta complicagédo
estd normalmente associada a neoplasias hematolégicas/hematopoiéticas (linfoma,
leucemia), sendo rara em tumores soélidos (Altman, 2001). Em medicina veterinaria, a ATLS
€ rara, mas ja foi descrita em animais com linfoma. Os sinais clinicos incluem despressao,

bradicardia, vomito, diarreia, colapso cardiovascular e choque (Lana & Dobson, 2011).

24



5. Imunodepresséo

Os varios constituintes do sistema imunitario (linfocitos T, linfocitos B, células fagocitarias e
sistema de complemento) apresentam uma estreita cooperacdo que confere proteccdo
contra infec¢des bacterianas, virais ou flngicas. Por isso, qualquer situa¢do que resulte na
auséncia/deficiéncia de um dos seus componentes pode potencialmente resultar no
comprometimento da funcdo imunitaria, predispondo ao aparecimento destas infeccgdes.
Embora seja possivel uma imunodepressao global (em que todos os componentes do
sistema imunitario sado afectados), € mais comum que se verifique uma alteracao limitada a
um dos componentes (Lydyard, Whelan & Fanger, 2000). De um modo geral, alteragbes no
namero e funcdo dos linfocitos T predispdem o individuo para infecgcbes causadas por
agentes intracelulares, como virus e alguns fungos, enquanto alteragdes nos linfécitos B,
fagocitos e complemento predispdem para infecgbes causadas por agentes extracelulares,
como a maioria das bactérias (ex.: Pneumococcus, Streptococcus e Haemophilus). Contudo,
uma deficiéncia nas células T tem geralmente complicagbes mais graves ja que, para além
do compromisso da imunidade celular, é frequente a alteracdo simultdnea da imunidade
humoral, consequente da estreita interaccdo e cooperagdo entre os dois sistemas. Assim,
estes individuos apresentam infec¢gfes graves e recorrentes por virus, fungos, bactérias e
protozoarios (Lydyard et al., 2000).

Varias podem ser as situacdes envolvidas no comprometimento da fung¢do imunitaria, tais
como factores genéticos, neoplasias e seus tratamentos, mé nutricdo e idade (Lydyard et al.,
2000). Deste modo, as imunodeficiéncias classificam-se em primarias e secundarias. A
imunodeficiéncia primaria é congénita e resulta de uma falha no correcto desenvolvimento
do sistema imunitario; a imunodeficiéncia secundaria € uma condicdo adquirida,

consequente a outras doencas e seus tratamentos, sendo a forma mais frequente.

5.1. Imunodepressdo em pacientes oncoldgicos
Um dos temas mais debatidos em medicina humana consiste na imunodepressdo em
pacientes oncolégicos quer devido a propria doenca, quer devido aos farmacos
administrados para o seu controlo. Esta combinacdo faz com que estes pacientes

comportem um elevado risco de desenvolvimento de infecgbes oportunistas graves.

5.1.1. Imunodepressdo em oncologia humana
A guestdo da imunodepressao associada as neoplasias e suas terapéuticas comecou a ser
abordada hé vérias décadas, existindo numerosos artigos publicados sobre o assunto.
Nesta perspectiva, as neoplasias hemotopoiéticas sdo as mais intensamente estudadas,
tendo a leucemia linfoblastica aguda (LLA) merecido especial interesse, uma vez que

constitui uma das doencgas malighas mais comuns em pediatria.
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As propriedades imunodepressoras de farmacos citotoxicos foram reconhecidas pela
primeira vez em 1921, quando se verificou que o gas mostarda induzia leucopénia em
humanos, cées e coelhos, inibindo ainda a actividade dos anticorpos (Ac) de coelho contra
eritrocitos de ovelha (Hektoen & Corper, 1921).

Um estudo efectuado em criangas com LLA avaliou os efeitos de um protocolo
quimiotergpico na imunidade celular, em diferentes fases do tratamento. Antes do inicio do
tratamento de manutencdo verificou-se que a média da contagem absoluta de linfocitos T
(CD3+, CD4+ e T CD8+), linfocitos B (CD19+), e células natural killer (NK) (CD3-/CD16+)
era muito inferior & de individuos saudaveis. Contudo, a percentagem dos varios linfocitos e
0 racio CD4+/CD8+ eram semelhantes as dos individuos saudaveis, sugerindo que a
diminuicdo destes parametros se faz de maneira uniforme. No final do protocolo de
manutencgdo observou-se uma diminuicdo do racio CD4+/CD8+ e das células NK, enquanto
gue o numero e percentagem de linfécitos B aumentou. Os dois Ultimos parametros
recuperaram valores normais duas semanas apos o final desta terapéutica. Neste estudo,
apos o tratamento de manutengdo, 0s pacientes com leucemia apresentaram uma
diminuicdo grave da producdo de interleucina 2 (IL-2) (quer por um efeito directo dos
farmacos, quer pela diminuigdo do namero de linfécitos T) e uma diminuicdo na citoxicidade
mediada por células NK. Por outro lado, a produgédo de factor de necrose tumoral alfa
(Tumor necrosis factor alfa — TNFa) e a actividade contra células resistentes as células NK
revelaram um aumento que parece compensar a diminuicdo da IL-2. Desta forma, o0s
autores concluiram que a administracdo de farmacos quimioterapicos pode provocar
alteracdes na citotoxicidade mediada por células, na producdo de citoquinas, no numero de
linfécitos e suas sub-populagdes e no total de células mononucleadas (Komada et al., 1992).
A consciencializagdo do impacto que o tratamento antineoplasico tem no sistema imunitario
e a necessidade de minimizar os riscos a ele inerentes, tém contribuido para o
desenvolvimento de terapéuticas adjuvantes, como a administracdo de factores
estimuladores de col6nias de granuldcitos (G-CSF — granulocyte colony-stimulating factor)
para acelerar a recuperacao do sistema imunitario (Kubota, Ohji, Itoh, Sasagawa & Nakada,
2001), a administracao de IL-2 para estimular a proliferacéo de linfécitos T e células NK, ou
a aplicacdo de terapia antiretroviral intensa (Highly Active Antiretroviral Therapy - HAART)
para evitar 0 aumento da carga viral em pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia
humana (Human immunodeficiency virus - HIV), quando tratados com doses padrdo de

guimioterdpicos (Simonelli et al., 2003).

5.1.2. Imunodepressao em oncologia veterinéaria
Apesar da grande quantidade de estudos efectuados em medicina humana, no que se refere
a influéncia dos farmacos antineoplasicos no sistema imunitario, 0 mesmo néo se verifica

em medicina veterinaria. Contudo, a necessidade de avaliar esta influéncia nos nossos
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animais € crescente, ndo sé na perspectiva de uma oncologia comparada, mas também pelo
facto de a quimioterapia, actualmente, se tratar de uma realidade em medicina veterinaria.
Um dos primeiros estudos foi realizado em 1974 por Weiden e colaboradores. Os autores
realizaram varios testes imunoldgicos em caes com diversas neoplasias, antes do inicio do
tratamento. Dos cées estudados, 62 apresentavam linfoma e 35 apresentavam tumores
sélidos (ex.: sarcomas, carcinomas, mastocitomas). Quando comparados com animais
saudaveis, os titulos de IgG e a resposta humoral ap6s imunizacao com eritrocitos de ovelha
eram significativamente inferiores em cédes com linfoma, mas ndo em cdes com tumores
sélidos. Ambos os grupos desenvolveram Ac contra enxertos de pele de dadores
incompativeis, embora os animais com linfoma tenham demorado mais tempo a rejeita-los, o
qgue reflecte algum compromisso da imunidade celular. A resposta a tuberculina e a
blastogénese in vitro foram deficientes em ambos os grupos. A funcdo do sistema
reticuloendotelial (SRE), avaliada através da eliminagdo de bacteri6fagos da circulacao,
estava comprometida em cées com linfoma e normal em cdes com tumores sélidos. Assim,
0s autores concluiram que animais com linfoma apresentam uma marcada diminuicdo da
funcdo imunolégica (humoral e celular) e do SRE, enquanto que cdes com tumores solidos
exibem uma imunidade humoral e funcdo do SRE intactas, embora se verifiqgue uma
diminuicao parcial da imunidade celular. Os resultados obtidos sugerem entéo que o tipo e o
grau de imunodepressdo existentes em pacientes oncolégicos se devem, pelo menos
parcialmente, ao préprio tumor (Weiden et al., 1974).

Uma publicacdo de 2006 tentou caracterizar o efeito dos glucocorticéides na expressao dos
marcadores fenotipicos dos linfécitos (Ammersbach, Kruth, Sears & Bienzle, 2006). Como
se sabe, os glucocorticéides reduzem a inflamacdo e a resposta imunitaria através da
interferéncia na produgcdo de citoquinas pro-inflamatérias e moléculas de adeséo
importantes para a funcéo leucocitaria. Os efeitos deste grupo de farmacos séo variaveis
consoante a dose administrada, pelo que sao tipicamente utilizados em cédes com doencas
inflamatdrias, autoimunes ou neoplasicas (incluindo linfoma). Neste estudo, o tratamento de
cdes saudaveis com prednisolona resultou numa diminui¢éo significativa das percentagens
de linfécitos CD3, CD4, CD21, CD45RA e CD90; e numa diminui¢cdo dos linfocitos CD18 e
CD45. Por outro lado, a cultura dos linfécitos em prednisolona resultou numa reducgéo
significativa da expressdo de todos os marcadores linfocitarios e na fragmentacdo do ADN.
Assim, o0s autores concluiram que a administracdo de glucocorticéides em dose
imunodepressora diminui significativamente a expressdo dos marcadores fenotipicos dos
linfécitos caninos e induz a sua apoptose in vitro. Estas alteragfes podem entdo constituir
um dos mecanismos de accdo para a imunodepressdo induzida por glucocorticéides
(Ammersbach et al., 2006).
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Recentemente foi realizado um estudo em Portugal (Lima, 2011) com o objectivo de avaliar
a influéncia da administracdo de farmacos citotoxicos no sistema imunitario de canideos
com diferentes tipos de neoplasias. Neste estudo foram avaliados varios parametros,
incluindo a presenca de parvovirus canino (Canine parvovirus — CPV) no sangue (plasma e
células) e fezes, e o titulo de Ac plasméticos para o CPV, antes do inicio do tratamento e no
momento da 32 sessdo de quimioterapia. A deteccdo de CPV apenas aumentou em 11%
dos casos (correspondente a 1 animal), tendo-se mantido em 67% dos casos (6/9) e
diminuido em 22% dos casos (2/9). Na 32 sessdo, nenhum dos animais estava a excretar
virus nas fezes e apenas um desenvolveu virémia. Relativamente ao hemograma, apenas
se detectaram diminuicdes significativas nos leucocitos e eosindfilos. Apesar da deteccao de
CPV em alguns animais, estes foram considerados imunocompetentes por ndo exibirem
sinais clinicos de doenga. Assim, apenas um animal manifestou sinais clinicos
potencialmente sugestivos de algum grau de imunodepressdo. Dos 9 animais estudados,
apenas 1 nao tinha um estatuto vacinal conhecido. Os restantes estavam vacinados para o
CPV e nenhum deles foi vacinado durante o tratamento. O titulo de Ac contra o CPV
aumentou em 56% dos animais (5/9) e manteve-se em 33% dos casos (3/9), tendo
diminuido apenas num animal. A autora refere que os animais que aumentaram o titulo de
Ac foram provavelmente expostos ao virus durante as suas visitas ao hospital, sendo que
revelaram uma manutencdo da resposta humoral contra este agente (ndo se encontraram
diferencas significativas no titulo de Ac entre as duas colheitas realizadas). Apesar de nao
se ter determinado se este titulo de Ac era protector, ndo foram encontradas diferencas
significativas nos titulos de animais tratados e de animais saudaveis quer antes do inicio do
tratamento, quer na 32 sessdo de quimioterapia. Embora a amostra utilizada tenha sido
pequena e heterogénea e apenas se tenham analisado os varios parametros em dois
momentos do tratamento, o0s resultados n&o parecem indicar a existéncia de
imunodepressdo ou comprometimento da resposta humoral, como consequéncia da

administragao de farmacos citotéxicos no tratamento de neoplasias em caes.

5.2. Infec¢cBes oportunistas em pacientes oncolégicos
Tal como referido anteriormente, as infecgbes oportunistas constituem uma das grandes
preocupacfes em pacientes oncolégicos. Nao s estes pacientes estdo sujeitos ao efeito
imunodepressor das neoplasias e seus tratamentos, como frequentam ambientes propicios

a contraccao de certas infecgbes, como as hospitalares.

5.2.1. Infecg¢bes oportunistas em oncologia humana
Durante muito tempo, a intensidade dos protocolos quimioterpicos foi limitada
principalmente pela ocorréncia de neutropénia e trombocitopénia. Contudo, tem-se

verificado uma melhoria no maneio destes efeitos secundarios e suas consequéncias, o que
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permitiu aumentar a intensidade destes tratamentos quer por aumento das doses
administradas, quer por diminuicdo da frequéncia de administragdo. Infelizmente, este
aumento de intensidade impede que as populacdes de linfécitos recuperem entre
administracbes, 0 que pode resultar em complicagbes relacionadas com a
imunocompeténcia.

Em 1975, Feldman e colaboradores concluiram que a varicela (causada pelo virus varicela
zoster — VZV) € mais grave em pacientes com neoplasias em tratamento do que em
pacientes sem neoplasias ou em remissdo; que a disseminagdo visceral desta doenca é
tanto mais comum, quanto menor for a contagem de linfocitos (<500/uL); e que a interrupcao
da quimioterapia antes do aparecimento de lesdes diminui a probabilidade de disseminacéo
do virus (Feldman, Wlater, Hughes & Daniel, 1975).

JA na década de oitenta, pacientes com linfoma Hodgkin ndo tratados apresentaram
respostas linfocitarias in vitro para Ag do VZV diminuidas, quando comparados com o0s
pacientes saudaveis. Da mesma forma, a producéo de interferdo nestes individuos revelou-se
inferior & verificada em individuos saudaveis. Pacientes com linfoma Hodgkin submetidos a
tratamento exibiram uma diminuicdo da resposta linfocitaria, especialmente a celular. Este
estudo confirma o papel do linfoma na imunodepressao, mesmo em individuos ndo sujeitos
a terapéuticas imunodepressoras (Rasmussen & Arvin, 1982).

Em 1994, Mackall e seus colaboradores avaliaram a alteracdo do namero de leucécitos em
pacientes sujeitos a quimioterapia intensiva para varias neoplasias (incluindo linfoma
ndo-Hodgkin). Embora tenham observado uma recuperagéo em mais de 50% nos valores de
mondacitos, neutrofilos e plaquetas entre cada ciclo de tratamento, o nimero de linfécitos nao
recuperou no mesmo periodo de tempo. Assim, os linfécitos B, T CD4+ e T CD8+ sofreram
uma reducdo significativa durante a quimioterapia, sendo que os efeitos foram mais
draméticos em relagédo aos linfécitos T CD4+. As células NK sofreram igualmente uma
diminuicdo ao longo do tratamento, embora ndo significativa. Neste estudo verificou-se
ainda a ocorréncia de varias infecc6es oportunistas. Trés dos dez pacientes estudados
desenvolveram infec¢cfes por adenovirus (pneumonia), histoplasmose pulmonar e herpes
zoster apos o final da quimioterapia. Todas estas ocorréncias coincidiram com momentos de
linfopénia T CD4+ persistente, tal como acontece em pacientes transplantados e portadores
do HIV. Deste modo, apesar da amostra estudada ser demasiado pequena para
correlacionar directamente as infec¢cdes oportunistas com o grau de linfopénia, os autores
encontraram alteracfes quantitativas e qualitativas na imunidade celular, que parecem estar
na base da ocorréncia destas infec¢gfes. Este estudo sugere ainda que as células NK, sendo
mais resistentes aos efeitos dos farmacos citotoxicos, possam agir como uma segunda linha

de defesa contra estas infec¢gbes (Mackall et al., 1994).
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Apesar de os tratamentos antineoplasicos provocarem uma linfopénia de células T profunda,
a maioria dos pacientes ndo morre de infeccdes oportunistas. Embora tal se possa dever a
uma profilaxia adequada e bons cuidados de suporte, estes pacientes parecem reter uma
imunidade protectora contra infec¢des, por um processo que ainda ndo é bem conhecido.
Para tentar desmistificar esta questédo, Haining e seus colaboradores (2005) conduziram um
estudo em criancas submetidas a quimioterapia para LLA, onde efectuaram a medi¢édo do
namero de linfocitos T efectores e de memdria, avaliaram a funcao timica e compararam os
valores obtidos com os de um grupo controlo. A maioria dos pacientes apresentava
diminuicdes profundas no numero de linfocitos T CD4+ e CD8+ antes do inicio da
guimioterapia, que nao recuperaram durante os dois anos de tratamento. Das 73 criancas
estudadas, 31 desenvolveram infec¢cdes oportunistas, sendo que cerca de 50% das
infecgBes ocorreram durante o protocolo de inducdo. A produgéo de células imaturas pelo
timo foi também inferior & do grupo controlo, contudo, os linfécitos T meméria pré-existentes
foram poupados, facto que parece ser responsavel pela manutencdo de uma imunidade
protectora nestes pacientes (nenhuma das infecgbes foi fatal). Assim, os autores
encontraram uma diminuicdo persistente no numero de linfécitos T e na actividade timica,
quer devido a presenga de LLA, quer devido ao seu tratamento. Além disso, os autores
sugerem que as estratégias para induzir imunidade contra agentes patogénicos e contra a
propria neoplasia serdo mais eficazes se direccionados para a expansao de linfocitos T de
memoria pré-existentes (Haining et al., 2005).

Em 2009 foi reportado um caso de um paciente que contraiu uma infeccdo por Bordetella
bronchiseptica apos ter sido submetido a um transplante de células estaminais para o
tratamento de linfoma. Neste paciente a infec¢cdo deveu-se ao contacto com o seu céo de 4
meses, diagnosticado com tosse do canil 2-3 semanas antes do inicio dos sintomas
(Goldberg et al., 2009).

Outra das doencas que preocupa a comunidade cientifica em pacientes imunodeprimidos é
a hepatite B. A reactivacdo desta doenca pode ocorrer espontaneamente sendo, contudo,
mais frequente como consequéncia de terapéuticas antineoplasicas imunodepressoras (ex.,
para linfoma ou leucemia), doengas autoimunes ou transplante de 6rgdos. Uma publicacao
recente recorda que a reactivacdo da hepatite B pode ser prevenida com a administragédo
profildtica de agentes antivirais, tal como acontece nos pacientes portadores do HIV
submetidos a terapéuticas imunodepressoras (Hoofnagle, 2009).

Existe ainda outro problema sobejamente conhecido em pacientes imunodeprimidos. O
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA — Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus) é um agente nosocomial cuja infeccdo causa elevadas taxas de morbilidade e
mortalidade nestes pacientes, especialmente aqueles que s&o sujeitos a tratamentos
antineoplasicos. Por isso, mantém-se o problema de saber se pacientes com coloniza¢cédo ou

infeccdo por MRSA (ou em risco de as desenvolver) devem prosseguir com a terapéutica
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planeada ou, pelo contrario, devem atrasa-la ou reduzir as doses administradas. Numa
publicacéo recente (Crysandt et al., 2010) os autores tentaram responder a esta questao,
analisando o progresso clinico de pacientes com colonizacdo ou infec¢do por MRSA sujeitos
a quimioterapia para neoplasias solidas e hematopoiéticas (incluindo linfoma n&o-Hodgkin).
De 27 pacientes, 12 (44%) desenvolveram sépsis por MRSA, sendo que 42% das
ocorréncias se verificaram no momento em que a contagem de neutrofilos atingiu valores
inferiores a 500/puL. Contudo, apenas 2 pacientes sucumbiram a infeccdo, o que
corresponde a uma taxa de mortalidade de cerca de 17%. Apos colonizagcdo por MRSA, a
quimioterapia foi interrompida em 6 pacientes, sendo que 50% apresentaram caquexia e
doenca cardiaca grave. Apesar desta interrupcdo, um dos pacientes desenvolveu sépsis
fatal por MRSA. Assim, 0s autores sugerem que a colonizagdo/infec¢cdo por MRSA néo é
necessariamente dependente da intensidade da quimioterapia, pelo que nao é obrigatéria a
reducdo das doses administradas ou o atraso/desisténcia do tratamento, principalmente em
casos em que a intengdo é curar o paciente. Nestes casos, a abordagem preferencial deve
ser um tratamento antibacteriano apropriado.

Recentemente foi reportado um caso de herpes zoster num paciente submetido a
terapéutica antineoplasica (Gopalan, Nair, Pillai & Oberholzer, 2012). O herpes zoster é uma
manifestacdo clinica da reactivagdo do VZV e estd associado a varias condigdes
imunodepressoras, incluindo quimioterapia. Esta publicacdo descreve um caso raro de
herpes zoster genital num paciente (com histéria de varicela aos 10 anos) submetido a
quimio e radioterapia poOs-cirdrgica para tratamento de uma neoplasia rectal. Pacientes
imunodeprimidos apresentam entdo um maior risco de reactivacdo do VZV e
desenvolvimento de herpes zoster que podera fatal devido a uma disseminacao

descontrolada.

5.2.2. Infecg¢Bes oportunistas em oncologia veterinaria

O recente crescimento da oncologia veterinaria tem levado as mesmas preocupacdes de
ordem médica, sobejamente conhecidas em medicina humana. Estas preocupacdes
prendem-se novamente com a provavel imunodepresséo resultante das neoplasias e seus
tratamentos e a possibilidade de desenvolvimento de infec¢des oportunistas.

Em 1998, foi reportado um caso de papilomatose cutdnea num céo submetido a tratamento
quimioterapico prolongado para linfoma. A totalidade do tratamento incluiu a administragéo
de L-asparaginase, ciclofosfamida, vincristina, vimblastina, doxorrubicina, metotrexato,
actionomicina-D, mitoxantrona, mecloretamina, procarbazina, clorambucilo e
corticosterdides. A imunodepressdo tem sido sugerida como factor de risco para o
desenvolvimento de papilomatose em cées e, neste caso, é justo fazer essa associagao.
Contudo, ndo foram realizados testes de funcdo imunol6gica neste animal, pelo que apenas

se pode especular sobre esta conclusao (Lucroy, Hill, Moore & Madewell, 1998). Os autores
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citam ainda outro caso, ocorrido anos antes (Sundberge et al., 1994), em que se verificou o
desenvolvimento de papilomatose oral e cutdnea e demodicose num c&o sujeito a
terapéutica prolongada com corticosterdides. A interrup¢do da medicagéo, juntamente com a
administracdo de antibidticos e amitraz, foi suficiente para curar o animal. Este caso sugere
novamente que a imunodepressao induzida pelo uso prolongado de corticosterdides pode

reactivar um papilomavirus latente e aumentar o tropismo tecidular do mesmo.

5.3. Recuperacédo do sistema imunitario apds quimioterapia
Embora os tratamentos antineopldsicos constituam situagdes morosas, sdo também
situacbes temporarias. Como tal, é de esperar que a imunodepressdo causada por

neoplasias e seus tratamentos seja, também ela, transitéria.

5.3.1. Recuperacgao do sistema imunitario em oncologia humana

Em 1992, foi realizado um estudo para avaliar a recuperacdo da resposta humoral em
criancas submetidas a quimioterapia para LLA (Alanko, Pelhiemi & Salmi, 1992). No final do
tratamento, os parametros avaliados (leucdcitos e respectiva contagem diferencial,
contagem de linfocitos B e Ig) encontravam-se abaixo dos valores de referéncia na maioria
dos pacientes. A partir dai, verificou-se um restabelecimento dos mesmos parametros,
sendo os linfécitos B os primeiros a recuperar (no primeiro més pos-quimioterapia, 92% dos
pacientes apresentavam valores normais). Contudo, os titulos de Ig, que reflectem a
capacidade funcional dos linfocitos B, recuperaram mais lentamente (de 6 a 9 meses).
Assim, os autores concluiram que, 6 meses apés o final da quimioterapia, o sistema
imunitario destes pacientes (no que se refere aos parametros analisados) se encontra
suficientemente funcional para permitir a interrupcdo de possiveis antibioterapias e o
recomeco de programas de vacinacdo. Este estudo foi realizado com o intuito de avaliar a
recuperacao do sistema imunitario, pelo que nao foram realizadas medi¢des antes do inicio
da quimioterapia. Assim, nado foi possivel concluir acerca da influéncia da
neoplasia/tratamento nos constituintes do sistema imunitério.

Mais tarde, Mackall verificou que a contagem de linfGcitos recupera para valores normais
cerca de 3 meses apds o tratamento com farmacos antineoplasicos. Dos linfécitos
analisados, as células NK foram as primeiras a recuperar (atingiram valores normais logo
apos a quimioterapia), seguidas dos linfécitos B que recuperaram entre 1 a 3 meses apés o
final da quimioterapia. Os linfécitos T CD8+ apenas recuperaram 3 a 6 meses apés a
guimioterapia, sendo os linfocitos T CD4+ os ultimos a recuperar (cerca de 6 meses apoés a
guimioterapia). Nesta publicacéo, o autor refere que, apesar de a deplecdo de linfécitos T
CD4+ induzida pela quimioterapia ser independente da idade e relacionada com a
intensidade do tratamento, a sua recuperacdo € altamente dependente da idade. Em

pacientes mais velhos, ha entdo uma deplecdo persistente dos linfocitos T CD4+,
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provavelmente devido a diminuicdo gradual da massa timica, enquanto os pacientes mais
jovens recuperam mais rapidamente (Mackall, 1999).

Em 2001, Moritz e seus colaboradores avaliaram a recuperacao dos linfécitos T em criancas
com LLA, verificando que a maioria (78%) recuperou completamente os valores de linfécitos
T e suas subclasses antes do tratamento de manutencdo. Cerca de 44% dos pacientes
recuperaram um racio CD4+/CD8+ normal, pelo que os autores sugerem um grau
semelhante de impacto sobre os linfécitos T auxiliares (CD4+) e os linfocitos T citotoxicos
(CD8+). As células percursoras também apresentaram valores normais em 94% dos
pacientes, indicando a manutencdo de actividade timica residual. Os parametros analizados
voltaram a sofrer uma diminuicdo durante o tratamento de manutencgdo, 0 que sugere que as
alteracdes imunitarias encontradas em criangas com LLA se devem ao tratamento citotdxico
e ndo a uma incapacidade de regeneracdo consequente da doenca em causa. Isto €,
embora a LLA (e outras neoplasias hematopoiéticas) seja capaz de diminuir o nimero de
linfécitos, o comprometimento prolongado do sistema imunitario ndo € da sua
responsabilidade (Moritz, Eder, Meister & Heitger, 2001).

Mais recentemente, Kovacs et al. (2008) verificaram que, um ano apos a finalizacdo de
tratamentos antineoplasicos, 53,5% de criangas com leucemia e 28,9% de criangas com
tumores solidos ainda apresentavam alteragbes dos parametros imunoldgicos. Os autores
concluiram que a terapéutica citotoxica resulta em depressdao prolongada do sistema
imunitario (41% dos pacientes estudados ainda apresentavam alteracdes nas funcbes do
sistema imunitario, um ano apds o tratamento), sendo esta mais significativa em pacientes
leucémicos, quando comparada com pacientes com tumores sélidos. Como seria de
esperar, 0s pacientes leucémicos tiveram significativamente mais infec¢cdes durante o

primeiro ano pos-tratamento do que os pacientes com tumores solidos.

5.3.2. Recuperacgdo do sistema imunitario em oncologia veterinaria

Também em medicina veterinaria tem sido estudada a recuperacao dos varios constituintes
do sistema imunitério.

Em 2002, Winnicka e seus colaboradores realizaram um estudo com o intuito de avaliar as
variagfes imunitarias em cées sujeitos a quimioterapia para linfoma multicéntrico. Para isso,
foram avaliadas as percentagens das subclasses de linfocitos antes e durante o tratamento,
gue consistiu numa associacdo de ciclofosfamida, vincristina, citarabina e prednisolona.
Antes do tratamento, o numero de linfécitos T e as percentagens das suas subclasses
(CD5+, CD4+ e CD8+) encontradas nos cdes com linfoma eram significativamente inferiores
as do grupo controlo, enquanto que as contagens de leucdcitos e linfocitos B (CD21-like+)
eram superiores no primeiro grupo. A quimioterapia resultou numa diminuicdo do niumero de
leucécitos e linfocitos B e num aumento das subclasses de linfocitos T, regressando os

valores para os intervalos observados em animais saudaveis. Cdes com linfoma (antes da
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guimioterapia) exibiram uma maior percentagem de linfécitos T CD4+ em relacdo a de
linfécitos T CD8+ (racio CD4+/CD8+ elevado). Em animais saudaveis e em animais sujeitos
a quimioterapia, isto ndo se verifica. Desta forma, estes resultados diferem do que se tem
verificado em medicina humana, onde parece existir uma maior alteragdo da imunidade
celular do que da humoral durante o tratamento antineoplasico (Winnicka, Jagielski,
Hoffmann-Jagielska & Lechowski, 2002).

Numa publicacdo de 2005, foram avaliados os linfocitos de animais saudaveis, de cdes em
remissdo apods tratamento para linfoma B e de cdes em remissdo apds tratamento para
linfoma T (Gauthier, Aubert, Abrahms-Ogg, Woods & Bienzle, 2005). Os autores tentaram
estabelecer intervalos de referéncia para as varias subclasses de linfécitos em animais
saudaveis e avaliar se a linfopénia causada pela quimioterapia é consequéncia da
destruicdo dos linfécitos malignos circulantes, ou de uma diminuigédo especifica de algumas
destas subclasses. Comparativamente aos animais saudaveis, os animais com linfoma em
remissao apresentaram contagens de linfécitos e hematdcritos significativamente inferiores.
Os parametros linfocitarios revelaram-se semelhantes nos caes tratados,
independentemente do fenotipo do linfoma. Contudo, verificou-se uma redugdo no numero
de linfécitos superior a 50%, assim como uma diminuicdo da maioria das suas subclasses
(14 em 20), em relagdo aos animais saudaveis. Além disso, verificou-se um aumento dos
linfécitos CD3+, CD90+ e TCRaB, e uma diminuigdo dos linfécitos CD45RA+. A molécula
CD45RA parece ser expressa em linfécitos imaturos, pelo que a sua diminuicdo em animais
sujeitos a quimioterapia sugere uma inibicao da regeneracao de linfécitos B e/ou T. Assim,
0s autores concluiram que a quimioterapia € responsavel por uma diminuicdo profunda na
maioria das subclasses de linfécitos e por um compromisso da regeneracao linfocitaria,
existindo um aumento relativo das células memdria em relacdo as células imaturas.
Contudo, nao foi possivel diferenciar a influéncia do linfoma da influéncia do seu tratamento,

uma vez que os parametros nao foram avaliados antes do inicio da terapéutica.

5.4. Resposta vacinal em pacientes oncolégicos
Outra das preocupacfes existentes em pacientes oncologicos consiste na possivel
reactivacdo de doencas para as quais estes pacientes foram previamente vacinados. Além
disso, é importante avaliar a resposta imunitaria de pacientes submetidos a tratamentos
antineoplasicos, de forma a desenhar protocolos de vacinagdo pOs-quimioterapia

adequados.

5.4.1. Respostavacinal em oncologia humana
No inicio dos anos setenta, criangcas com leucemia aguda foram vacinadas contra um virus
Influenza, durante o tratamento com um protocolo de associacdo de farmacos. As criancas

apresentaram uma resposta imunitaria diminuida (quando comparadas com um grupo
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controlo), tendo contudo sido encontrada uma maior diminuicdo na resposta humoral
primaria do que na resposta humoral secundéria (Borella & Webster, 1971).

Apls a realizagdo de varios estudos sobre o tema, foi sugerido que a reimunizacdo em
pacientes oncoldgicos sO deve ser realizada 6 a 12 meses ap06s o final da quimioterapia,
devendo dar-se preferéncia a vacinas mortas. Vacinas vivas atenuadas, por outro lado, so
devem ser administradas 24 meses apos a conclusé@o da quimioterapia (Mackall, 1999).

Em 2002, Nilsson e seus colaboradores avaliaram a resposta humoral a revacinagdo para
Ag virais (sarampo e rubéola), em criangas tratadas para LLA. Apos o tratamento, apenas
60% e 72% das criangcas mantiveram titulos de Ac protectores contra o sarampo e a rubéola,
respectivamente, tendo por isso existido uma diminuicdo do numero de Ac durante a
quimioterapia. O nimero de plasmadcitos existentes na medula 6ssea também sofreu uma
diminuicdo durante o tratamento mas regressou a valores normais 6 meses depois. A
revacinacao das criangas que ndo conservaram um titulo de Ac protector contra as referidas
doencas foi capaz de induzir uma resposta imunitaria primaria e secundaria, mas 43% e
21% dos pacientes nao atingiram titulos protectores contra o0 sarampo e a rubéola,
respectivamente. Assim, 0s autores concluiram que uma grande percentagem de criangas
perde proteccdo contra estes agentes vacinais durante a quimioterapia (principalmente as
mais novas), sendo por isso aconselhavel a sua revacinacdo apos o final do tratamento.
Contudo, os autores consideram necessaria a realizacdo de mais estudos, de forma a definir
0 momento correcto da referida vacinagéo.

Em 2003, Reinhardt e seus colaboradores concluiram que a quimioterapia em criancas
causa alteracGes imunitarias, incluindo comprometimento da imunidade humoral a longo
prazo. Durante a quimioterapia, verificou-se uma diminui¢do significativa dos titulos de Ac,
atingindo-se valores abaixo do nivel protector em 6% das criancas para 0 sarampo € a
papeira; em 45% para a poliomielite; e em 21% para a difteria. Contrariamente, os Ac contra
a rubéola e o tétano (que também diminuiram) mantiveram-se acima do titulo protector em
100% dos casos. Apdés o tratamento, a percentagem de criancas com diminuicdo
significativa do titulo de Ac contra o sarampo, a papeira, a difteria e o tétano aumentou. A
revacinacdo 3 a 5 meses apds a quimioterapia produziu titulos de Ac semelhantes aos
verificados antes da quimioterapia, sendo que apenas 7% das criangas com titulos
anteriormente protectores ndo responderam a vacina. Das criangcas seronegativas no
momento do diagnostico e aquelas cujos titulos de Ac diminuiram abaixo do nivel protector
durante a quimioterapia, 38% n&o responderam a vacinacdo. Uma vez que o titulo de Ac foi
recuperado na maioria das criangas apos revacinacgdo, os autores aconselham que esta seja
realizada, principalmente em pacientes seronegativos ou com drastica diminui¢cdo do titulo
de Ac durante o tratamento.

Um estudo semelhante investigou a persisténcia de titulos de Ac protectores em criancas

submetidas a quimioterapia, 15 meses (em média) apds a sua finalizacdo. A auséncia de Ac
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protectores para hepatite B, sarampo, papeira, rubéola, tétano e poliomielite foi detectada
em 46%, 25%, 26%, 24%, 14% e 7% dos pacientes, respectivamente, tendo a diminuicdo
dos titulos de Ac contra a rubéola, a papeira e o sarampo sido associada a uma idade mais
baixa. A revacinagéo de pacientes com diminuigdo do titulo de Ac = 1 resultou numa taxa de
resposta de 93%, sugerindo que a incapacidade de montar uma resposta humoral é
temporaria (regressando ao normal um ano apos o final da quimioterapia). Também estes
autores concluiram que a quimioterapia em pacientes pediatricos provoca uma diminuigédo
do titulo de Ac protectores adquiridos em vacinag¢des prévias e que a revacinagado um ano
apos o final da quimioterapia € uma maneira prética e eficaz de restaurar a imunidade
humoral contra a maioria destas doencas (Zignol et al., 2004).

Em 2004, foi realizado outro estudo que pretendia examinar os efeitos do tratamento
intensivo para LLA em criangas e comparar a resposta vacinal contra o tétano, a difteria e o
Haemophilus influenzae b (Hib), um e seis meses apds o final da terapéutica. Tal como em
outros trabalhos, os titulos de Ac para as trés doencas diminuiram durante o tratamento,
tendo esta diminuicdo sido mais evidente em pacientes de alto risco (sujeitos a
guimioterapia mais intensiva), uma vez que nenhum deles apresentou protec¢gdo completa
contra a difteria e o tétano no final do tratamento. Apds revacinagdo, apenas nos pacientes
de alto risco se verificou uma diminuicdo da resposta. Os pacientes dos grupos de risco
normal e intermédio e de um grupo controlo, exibiram uma grande quantidade de IgG
plasmatica, uma semana ap0s a revacinagdo, enquanto que no grupo de alto risco se
verificou uma maior producdo de IgM. Isto sugere o desenvolvimento de uma resposta
primaria e, portanto, um compromisso da memoéria imunitaria nestes pacientes. Para
finalizar, ndo foi encontrada nenhuma diferenca significativa entre os resultados da
revacinacao, um ou seis meses apés o tratamento, em nenhuma das doengas. Assim, 0S
autores concluiram que o compromisso da resposta imunitaria esta dependente do grupo de
risco onde se insere o paciente e, por consequéncia, da intensidade do tratamento a que é
submetido. Este compromisso parece estar relacionado com o numero de linfécitos B de
memoria, j& que sdo estas as células que necessitam ser reactivadas para que haja
producdo de Ac. Além disso, os autores também aconselham a revacinacao apos o final da
guimioterapia, embora sugiram que o niumero de doses e o calendario devam ser adaptados

a intensidade do tratamento (Torben, Mellander, Hahn-Zoric & Abrahamsson, 2004).

5.4.2. Respostavacinal em oncologia veterinéaria
Em 2001 foi realizado um estudo por Henry e colaboradores no qual se avaliou a presenca
de Ac para algumas das mais importantes doencas caninas prevenidas por vacinagdo
(esgana [Canine Distemper virus - CDV], parvovirose [Canine Parvovirus - CPV] e raiva
[Canine Rabies virus - CRV]) em cédes submetidos a tratamento quimioterdpico. Os 37

animais estudados foram divididos em dois estudos diferentes. No estudo A, o titulo de Ac
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para o CDV e o CPV foi determinado antes do inicio da quimioterapia e durante o decurso
da mesma, sendo os titulos iniciais comparados com os de animais saudaveis. Neste
estudo, foram incluidos animais com neoplasias variadas, incluindo linfoma. O titulo de Ac
para o CPV néo sofreu alteracdo em 52% dos animais, tendo aumentado em 33% dos
canideos e diminuido em 14% dos casos. Relativamente ao CDV, o titulo de Ac ndo se
alterou em 81% dos cées, tendo diminuido em 14% dos animais. Contudo, nenhuma das
alteracbes encontradas foi significativa. No estudo B, que apenas incluiu animais com
linfoma, foram analisados os titulos de IgG plasmaticas para os trés virus, antes do inicio da
quimioterapia e em varios momentos da mesma. Antes do tratamento, apenas 62,5% dos
animais apresentavam titulos de Ac protectores para o CDV; no entanto, no final da
guimioterapia, esta percentagem aumentou para 69%. Relativamente ao CPV, 56% dos
animais apresentaram titulos de Ac protectores antes de iniciarem o protocolo, tendo esta
percentagem diminuido para 37,5% no final da terapéutica. Finalmente, antes do inicio do
tratamento, 81% dos animais apresentaram titulos de Ac protectores para o CRV e, apés a
sua finalizagdo, esta percentagem manteve-se semelhante. Contudo, nenhuma das
alterac@es verificadas foi significativa. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a
imunidade adquirida em vacinacdes prévias para estas doengas (ou por exposi¢do natural),
nado parece ser significativamente comprometida pelos tratamentos quimioterapicos
utilizados nestes animais. De facto, no estudo A, os titulos de Ac para o CPV aumentaram
em 7 animais, sugerindo que a capacidade de responder a uma exposicdo natural devida a
visitas repetidas ao hospital se mantém inalterada. O facto de nenhum dos animais ter
sofrido um aumento do titulo de Ac para o CDV, sugere que a possibilidade de exposicéo
em ambiente hospitalar é inferior a do CPV. Assim, apesar de se saber que a quimioterapia
induz neutropénia, afectando a fagocitose, estes resultados sugerem que € mantida uma
imunidade humoral suficiente, permitindo a proteccdo contra uma eventual exposicdo
natural. Além disso, este estudo sugere ainda que a neoplasia per se ndo tem influéncia
significativa na imunidade humoral contra os virus estudados, ja que nao foram encontradas
diferencas significativas entre os titulos de Ac iniciais do grupo A e dos animais controlo
(Henry et al., 2001).

Mais tarde, Walter e colaboradores (2006) realizaram um estudo que pretendia avaliar os
efeitos de dois protocolos quimioterapicos no numero de linfécitos B e T e na resposta
humoral a revacinacdes em cdes com neoplasias. Os animais foram divididos em 2 grupos:
(1) um constituido por 12 animais sujeitos a um protocolo com doxorrubicina (9
osteossarcomas e 3 linfomas); (2) e outro constituido por animais com linfoma sujeitos a um
protocolo de associacao de farmacos (CHOP + L-asparaginase).

Antes do tratamento, 0s animais em estudo apresentavam significativamente menos
linfécitos e subclasses de linfécitos T CD4+ e CD8+ do que o grupo controlo. Estes

parametros ndo apresentaram uma diferenca significativa ao comparar animais com linfoma
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e animais com osteossarcoma. A contagem de linfécitos B ndo foi significativamente
diferente entre os cdes com neoplasias e os cdes saudaveis, contudo, os caes com
osteossarcoma apresentaram significativamente menos linfocitos B que os cdes com
linfoma.

A doxorrubicina isolada ndo diminuiu significativamente nenhum dos parametros avaliados.
O CHOP néo alterou significativamente os linfocitos T CD4+, embora tenha causado uma
diminuicdo significativa nos linfécitos T CD8+, uma semana apés o inicio do tratamento.
Estes linfocitos recuperaram para valores normais, ndo tendo sido significativamente
diferentes em nenhum outro momento do protocolo. No entanto, o CHOP causou uma
diminuicéo significativa e persistente (de pelo menos 6 meses) dos linfocitos B.

Os titulos de Ac apos revacinacdo nao diferiram significativamente dos encontrados em
animais saudaveis, tendo sido superiores no grupo tratado com CHOP.

Ao contrario do que se pensava, e embora o CHOP tenha induzido uma diminui¢cdo
prolongada dos linfocitos B, os resultados obtidos indicam que os protocolos estudados nédo
exercem um grande impacto no nimero de linfécitos T, ou na capacidade de montar uma
resposta humoral. Assim, os autores sugerem que a diminui¢cdo linfocitaria em cées com
linfoma se deve principalmente aos efeitos da neoplasia e ndo tanto a quimioterapia. De
facto, animais com linfoma e osteossarcoma exibiram niveis de linfécitos T inferiores aos do
grupo controlo, antes do inicio do tratamento. Apesar de nado se ter verificado uma
diminuicdo significativa dos linfécitos T CD4+ e CD8+ no grupo de caes tratados, a
capacidade funcional destas células nao foi investigada directamente. No entanto, a funcéo
dos linfécitos T CD4+ néo parece ter sido afectada, uma vez que os animais tratados foram
capazes de montar uma resposta humoral semelhante a dos animais saudaveis. O mesmo
parece acontecer com os linfécitos T CD8+, dada a pequena incidéncia de infeccdes
oportunistas reportada nestes animais. Apesar da diminuicdo dos linfécitos B em caes
tratados com CHOP, esta ndo foi suficiente para impedir uma resposta humoral adequada, o
gue sugere que os linfécitos B de memaria e os plasmadcitos sdo mais resistentes aos efeitos

dos protocolos de associacdo (Walter, Biller, Lana, Bachand & Dow, 2006).

5.5. Considerac@es finais: oncologia humana vs oncologia veterinaria
Como se pode perceber apos analise cuidada, sdo bastantes as publicacdes existentes em
medicina humana sobre o impacto de farmacos citotoxicos no sistema imunitério. Contudo, o
seu delineamento experimental €, muitas vezes, complexo e as conclusdes por vezes
contraditérias (Tilburg, Sanders, Rovers, Wolfs & Bierings, 2006). Além disso, a maioria dos
trabalhos sé@o realizados num grupo de pacientes com diferentes neoplasias, sujeitos a
diferentes protocolos, ndo existindo muita informagcdo sobre neoplasias e protocolos

especificos (com excepcédo da grande quantidade de estudos sobre LLA em criancgas).
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De uma maneira geral, os resultados obtidos ao longo dos anos comprovam uma diminuicédo
numérica e funcional dos vérios constituintes do sistema imunitario, existindo geralmente
uma maior alteracdo (em quantidade e duragédo) da imunidade celular do que da humoral
(Rasmussen & Arvin, 1982; Komada et al., 1992; Mackall et al., 1994; Mackall, 1999).

No que se refere a imunidade celular, alguns autores afirmam verificar-se uma diminuicédo
no namero de linfécitos T, sendo os CD4+ mais afectados que os CD8+ (Mackall et al.,
1994; Mackall, 1999), o que resulta numa diminuigdo do racio CD4+/CD8+ (Komada et al.,
1992). Pelo contréario, outros defedem que a quimioterapia afecta de igual modo os linfocitos
T CD4+ e CD8+ (Moritz et al.,, 2001). Os linfécitos T de memoria sdo tipicamente mais
resistentes que os linfécitos T imaturos, pelo que se pensa serem responsaveis pela
manutencdo de uma imunidade protectora em alguns casos (Haining et al., 2005). As
células NK parecem ser o constituinte mais resistente da imunidade celular, sendo as
primeiras a recuperar apds o final do tratamento (Komada et al., 1992; Mackall et al., 1994;
Mackall, 1999), o que sugere que se possam tratar de uma segunda linha de defesa contra
infeccdes oportunistas.

Relativamente a imunidade humoral, a resposta primaria parece ser mais afectada que a
secundaria (Borella & Webster, 1971), o que estd de acordo com a evidéncia de que as
células memdéria sdo mais resistentes que as células imaturas. Contudo, parte da memoria
imunoldgica é perdida (como sugerido por uma resposta subdptima de alguns pacientes a
revacinacdes poés-quimioterapia) (Borella & Webster, 1971; Reinhardt, Houliara, Pekrun,
Lakomek & Krone, 2003; Torben et al., 2004; Zignol et al., 2004). Embora se verifigue uma
diminuicdo dos constituintes da imunidade humoral, esta é temporaria recuperando apos o
final do tratamento. Os linfécitos B sdo 0s primeiros a regressar a valores normais (1-3
meses), seguidos das Ig (6-9 meses), sendo por isso também sugerida uma alteracao
funcional dos linfocitos B (Alanko et al., 1992; Komada et al., 1992; Mackall et al., 1994;
Mackall, 1999). Assim, embora 0s pacientes sujeitos a quimioterapia percam, em maior ou
menor grau, a proteccao contra doencas que podem ser prevenidas através de vacinacao, a
resposta a revacinacdo nao é afectada na maioria dos casos (Nilsson et al., 2002; Reinhardt
et al., 2003; Torben et al., 2004; Zignol et al., 2004). De facto, a maioria dos autores
aconselha a revacinagdo destes pacientes 6 meses a 1 ano apoés o final da quimioterapia
(Alanko et al., 1992; Mackall, 1999; Reinhardt et al., 2003; Zignol et al., 2004) para reposi¢cao
dos titulos de Ac, aconselhando ainda que as doses e o calendario adequado devem ser
adaptados ao grupo de risco no qual se inclui o paciente e a intensidade da terapéutica
administrada (Torben et al., 2004).

Finalmente, as plaquetas e leucdécitos (neutréfilos, monécitos) sofrem uma diminuigéo fugaz,
recuperando parcialmente entre cada ciclo quimioterapico (Mackall et al., 1994). Contudo,

ndo s6 uma contagem de neutrofilos < 500/uL parece predispor para a reactivacdo de casos
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de MRSA (Crysandt et al., 2010), como uma linfopénia absoluta < 500/uL aumenta o risco
de disseminagao do VZV (Feldman et al., 1975).

Embora a quimioterapia seja a principal responsavel por estas alteracdes, algumas
neoplasias sdo também capazes de provocar algum grau de imunodepressao,
principalmente as hematopoiéticas (leucemia, linfoma) (Rasmussen & Arvin, 1982; Haining
et al., 2005; Kovacs et al., 2008). No entanto, a neoplasia per se néo parece influenciar a
capacidade de regeneragdo do sistema imunitario, sendo o tratamento antineoplasico o
principal responsavel pela manuten¢do da imunodepresséo (Moritz et al., 2001).
Contrariamente ao que se verifica em medicina humana, o conhecimento existente em
medicina veterinaria sobre a imunodepressdo em pacientes oncoldgicos permanece
escasso e controverso. De facto, existem autores que acreditam no papel da neoplasia per
se na imunodepressdo verificada nestes pacientes, sendo que diferentes neoplasias
exercem diferentes influéncias no sistema imunitario (Weiden et al., 1974; Winnicka et al.,
2002; Walter et al., 2006). Outros defendem que a influéncia da neoplasia ndo é
significativa, sendo mantida uma capacidade de resposta humoral suficiente para proteger
0s animais contra exposi¢des naturais ou vacinagfes (Henry et al., 2001). Por outro lado, o
fenétipo do linfoma néo parece influenciar os parametros imunitarios (Gauthier et al., 2005).
Ao contrdrio do que se pensava pelo conhecimento retirado de medicina humana, a
quimioterapia também néo parece ter um impacto muito significativo no niumero de linfécitos
T e na resposta humoral (Walter et al., 2006; Lima, 2011). Além disso, se em medicina
humana o efeito das terapéuticas imunodepressoras parece ser maior na imunidade celular,
os estudos realizados em caes sugerem que a imunidade humoral é a mais afectada
(Winnicka et al., 2002; Walter et al., 2006). No entanto, este facto ndo se traduz num
compromisso significativo da resposta humoral a vacinacées subsequentes. Embora os
animais sujeitos a tratamentos antineoplasicos nao parecam perder a capacidade de montar
uma resposta humoral contra a maioria das doencgas prevenidas por vacinacdo (Henry et al.,
2001; Walter et al., 2006; Lima, 2011), existem casos reportados de reactivacdo e
desenvolvimento de algumas infec¢cdes oportunistas como a papilomatose e a demodicose
(Sundberge et al., 1994; Lucroy et al., 1998). Por outro lado, apds o tratamento parece
ocorrer uma diminuicdo das subclasses de linfécitos e dos linfocitos imaturos, o que sugere
uma inibicdo da capacidade de regeneracao dos linfécitos B e/ou T (Gauthier et al., 2005). A
administracdo de farmacos como os glucocorticéides em doses imunodepressoras diminui a
expressao dos marcadores fenotipicos dos linfécitos e induz a sua apoptose (Ammersbach
et al., 2006). No entanto, nem todos os farmacos exercem o mesmo efeito sobre os

parametros imunitérios (Walter et al., 2006).
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6. Parvovirus canino
Varias sdo as caracteristicas que tornam o parvovirus canino (CPV) um modelo viral
adequado para o presente estudo. A parvovirose canina é uma doenca passivel de ser
prevenida através de vacinacdo, sendo que o CPV apresenta uma elevada prevaléncia em
Portugal. Além disso, este virus é capaz de induzir infecgbes assintomaticas e € de facil
deteccdo/monitorizagao.

6.1. Taxonomia e estrutura molecular
O CPV pertence ao género Parvovirus, subfamilia Parvovirinae e familia Parvoviridae (Berns
& Parrish, 2007) (Figura 2). Os parvovirus sdo pequenos virus (cerca de 25nm de diametro)
sem involucro que infectam vertebrados. Tém uma capside esférica, composta por trés
proteinas estruturais (VP1, VP2 e VP3), que envolve uma molécula simples de ADN linear,
constituida por cerca de 5000 nucleétidos. A VP2 é a proteina estrutural mais importante
(constitui cerca de 90% da capside viral) e é a principal responsavel pela variabilidade de

espécies que o virus é capaz de infectar (Decaro & Buonavoglia, 2012).

Figura 2: Taxonomia do parvovirus canino (adaptado de Decaro & Buonavoglia, 2012)

Familia
Parvoviridae
Subfamilia Parvovirinae Subfamilia Densovirinae
(vertebrados) (insectos)
Género Género Género Género Género Género
Parvovirus Erythrovirus Dependovirus Amdovirus Bocavirus Densovirus
Espécie Espécie )
) o . , . Género
Virus da Panleucopénia Felina (FPV) Parvovirus Bovino (BPV) ]
Iteravirus
Espécie Espécie
Virus da Enterite dos Visons (MEV) Parvovirus Humano (HPV) )
Género
Brevidensovirus
Espécie Espécie
Virus da Enterite dos Visons (MEV) Canine Minute Virus (CMV)
CPV-1 .
Género
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Parvovirus do Guaxinim (RPV)
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Parvovirus Canino (CPV-2)

41



6.2. Evolucéo do parvovirus canino
Pensa-se que o CPV tera surgido a partir do virus da panleucopénia felina (Feline
panleukopenia virus - FPV) ou de um parvovirus de carnivoros selvagens, através de uma
série de mutacdes genéticas. Este novo virus foi denominado parvovirus canino do tipo 2
(CPV-2), para se distinguir do minute virus of canines (MVC), anteriormente conhecido como
parvovirus canino do tipo 1 (CPV-1) (Truyen, 2006). De facto, o CPV-1, isolado pela primeira
vez em 1970 (Binn, Lazar, Eddy & Kajima, 1970), ndo possui relacdo genética ou antigénica
com o CPV-2.
O CPV-2 foi identificado em 1978 e foi responséavel pela ocorréncia de epizootias graves e
frequentemente fatais de gastroenterites hemorragicas e miocardites subagudas por todo o
mundo (Truyen, 2006). O padrdo evolutivo do CPV-2 tem sido consideravelmente mais
rapido do que o FPV, chegando a ter taxas de substituicdo genémica semelhantes aos virus
de ARN (10 substituicdes por locus, por ano) (Shackelton, Parrish, Truyen & Holmes,
2005). De facto, pouco tempo depois da sua identificacdo, surgiram duas novas estirpes,
designadas de CPV do tipo 2a (CPV-2a) em 1979, e do tipo 2b (CPV-2b) em 1984 (Parrish
et al., 1988). Actualmente, estas duas variantes substituiram por completo a estirpe original
(CPV-2) que é, no entanto, utilizada na maioria das vacinas existentes no mercado (Truyen,
2006). Em 2000, foi detectada uma nova variante em ltalia, a que se deu o nome de CPV do
tipo 2c (CPV-2c) (Buonavoglia et al.,, 2001). Esta nova estirpe, que difere do CPV-2b em
dois aminoéacidos (Tabela 3), tem agora uma distribuicdo mundial, incluindo Portugal (Vieira
et al., 2008).
Esta evolugdo permitiu ao virus adaptar-se a novos hospedeiros e as novas variantes, 0s
CPV-2a e CPV-2h, readquiriram a capacidade de infectar felideos (Truyen, 2006). O CPV-2c
mantém essa capacidade (Battilani et al., 2006; Decaro et al., 2010, 2011). Além disso, as
novas estirpes sao gradualmente mais patogénicas (Decaro et al., 2005c; Berns & Parrish,
2007). O CPV-2c é portanto considerado mais virulento que as estirpes anteriores (Goddard
& Leisewitz, 2010) embora também j& tenha sido associado a sintomatologia mais ligeira
(Decaro et al., 2005b).
A continua evolucao do CPV através da acumulacdo de muta¢des pontuais no genoma viral
tem duas grandes implicagbes. Por um lado, o desenvolvimento de novas variantes, com
propriedades antigénicas e bioldgicas diferentes, pode requerer uma revisdo cuidada dos
programas vacinais e estirpes utilizadas. Por outro lado, pode igualmente ser necesséria a
actualizacao das técnicas moleculares capazes de caracterizar as varias estirpes (Decaro &

Buonavoglia, 2012).
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Tabela 3: Variagdo dos aminoacidos na proteina VP2 dos diferentes CPV’s (adaptado de

Decaro & Buonavoglia, 2012)

Posicdo Codao 3045-47 3087-89 3675-77 3684-86 3699-701 3909-11 4062-64 4449-51

CPV-2 Met (ATG) lle (ATT)  Ser(TCT) Ala(GCT)  Asp (GAT) Asp (GAT) Asn (AAT)  Val (GTA)
CPV-2a Leu (TTG) Tir (ACT)  Ser(TCT)  Gli (GGT) Tir (TAT) Asp (GAT) Asn (AAT) lle (ATA)
CPV-2b Leu (TTG) Tir (ACT)  Ser (TCT)  Gli (GGT) Tir (TAT) Asp (GAT) Asp (GAT)  Val (GTA)
CPV-2c Leu (TTG) Tir (ACT)  Ala(GCT)  Gli (GGT) Tir (TAT) Asp (GAT) Glu (GAA)  Val (GTA)

6.3. Incidéncia e patogenia

O CPV pode infectar animais de todas as idades, mas infec¢Bes graves sdo mais comuns
em cachorros de 4-12 semanas de idade, quando se verifica diminuicdo dos anticorpos de
origem materna (AOM) (Greene & Decaro, 2012). Os adultos sdo geralmente resistentes a
infeccdo devido a existéncia de imunidade especifica, induzida através de vacinagao ou
contacto prévio com o virus. Assim, a taxa de mortalidade pode ir até aos 70% em
cachorros, ndo chegando normalmente a 1% em adultos (Decaro & Buonavoglia, 2012).
Apesar da maior susceptibilidade dos animais mais jovens, recentemente tem-se vindo a
verificar a ocorréncia de parvovirose em cées adultos, e por vezes vacinados, quase sempre
associada ao CPV-2c (Decaro et al., 2008). Todas as racas sdo susceptiveis, mas parece
haver uma maior predisposicdo no Rottweiller, Dobermann Pincher, English Springer
Spaniel, Pastor Alemé&o e Labrador Retriever (Houston, Ribble & Head, 1996). A doencga
pode ser mais grave em animais que possuam ja uma barreira intestinal comprometida,
como se observa em infec¢gBes por coronavirus ou endoparasitismo (Carr-Smith, Macintire &
Swango, 1997).

A infeccdo da-se pela via oronasal, a qual se segue uma intensa replicacdo no tecido
linféide, incluindo linfonodos, amigdalas, orofaringe e placas de Peyer. Trés a quarto dias
apos a infecgdo, verifica-se uma disseminacdo para a corrente sanguinea (virémia) e,
durante os 3-4 dias seguintes, os virus atingem os 6rgéos alvo onde se da a replicacao viral
no nucleo celular (Stann, DiGiacomo, Giddens & Evermann, 1984; Meunier, Cooper, Appel,
Lanieu & Slauson, 1985a). Como este virus necessita de células em divisdo rapida para se
replicar, os 6rgdos-alvo mais comuns sdo o miocardio em fetos e recém-nascidos, e 0s
tecidos hematopoiético e intestinal em jovens e adultos (Decaro & Buonavoglia, 2012). Na
sua passagem pelo tecido linféide (incluindo medula 6ssea), o CPV infecta leucécitos,
induzindo linfopénia e, por vezes, neutropénia. Na sua passagem pelo intestino, o virus
afecta as células germinais das criptas de Lieberkiihn, provocando enterite, destruicdo das
vilosidades e diarreia hemorragica (Pollock, 1982). Consequentemente a destruicdo da
barreira intestinal pode também ocorrer septicémia (Nadi & Kumar, 2010).

Pelo facto de o CPV necessitar de células em divisdo rapida para se replicar, existe uma
maior susceptibilidade de infeccdo em animais mais jovens (Berns & Parrish, 2007). Como

ja foi referido, em animais de duas ou trés semanas, o CPV é entdo capaz de se replicar nas
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células cardiacas, induzindo uma miocardite fatal. No entanto, esta forma da doenca esta a
tornar-se cada vez mais rara, visto que quase todos os animais desta idade estdo protegidos
pelos AOM (Greene & Decaro, 2012).

Assim, a forma clinica mais caracteristica da infeccdo por CPV é a enterite hemorragica. A
sua gravidade depende, entre outros factores, dos titulos de AOM no momento da infeccéo.
Os sinais clinicos tém inicio 3-7 dias apés a infec¢ao (Decaro et al., 2005c), sendo que 0s
mais precoces incluem prostracao, anorexia, vomito e diarreia mucoide ou sanguinolenta. A
leucopénia é um sinal constante, por vezes atingindo valores de 2000-3000 células/pL. A
excrecdo viral nas fezes € de curta duragdo: inicia-se 4 dias apos a infec¢ao, atinge um pico
aos 4-7 dias, e termina por volta do 12° dia apés a infeccdo (Meunier et al., 1985a).

Quando um animal sobrevive aos 4 primeiros dias, h4 uma grande probabilidade de
recuperacao rapida e aquisicdo de excelente imunidade, por vezes para a vida (Berns &
Parrish, 2007). De facto, a partir do sexto dia pos-infecgéo, verifica-se uma diminuicdo dos
titulos virais encontrados em todos os tecidos, associada a auséncia de virémia e a
presencga de anticorpos circulantes (Meunier et al., 1985a; Meunier, Cooper, Appel, Slauson,
1985b). Tipicamente, a virémia persiste até que sejam atingidos titulos de Ac = 1:40. A
gravidade das lesdes intestinais e dos sinais clinicos pode também estar altamente
correlacionada com a duragdo e magnitude da fase de virémia. Esta virémia é composta por
duas fases; uma fase plasmatica e uma fase celular. A fase plasmatica parece ser mais
importante e resulta da destrui¢cao de linfocitos mediada pelo virus.

Nem todos os animais infectados exibem sinais clinicos da doenca. De facto, infeccbes
subclinicas e assintométicas sdo muitas vezes detectadas em cachorros em fase de
diminuicdo dos AOM e em animais adultos (Decaro et al., 2005c; Berns & Parrish, 2007). No
entanto, apesar da auséncia de sinais clinicos, pode haver excre¢do do virus nas fezes
durante a fase aguda da enterite e verificar-se um aumento significativo dos Ac plasmaticos
(seroconverséo) (Stann, et al., 1984).

Nos animais que sucumbem a doenca, as principais les6es observadas sao enterite
hemorragica do intestino delgado com necrose das vilosidades intestinais, aumento dos

linfonodos mesentéricos e das placas de Peyer (Greene & Decaro, 2012).

6.4. Diagndstico
Um diagnostico precoce da infeccdo por CPV é muito importante, quer para uma maior
probabilidade de sucesso do tratamento, quer para prevenir o contagio de outros animais. O
diagnostico baseado na observacao clinica € possivel mas pouco rigoroso. De facto, muitos
outros agentes tém a capacidade de causar diarreia nos cdes como, por exemplo, o
coronavirus, adenovirus, rotavirus, entre outros. Assim, uma suspeita clinica deve ser
sempre acompanhada de testes laboratoriais, que utilizam materiais biolégicos como fezes,

na fase de excrecdo e sangue total ou plasma na fase de virémia.
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O teste mais frequentemente utilizado em clinica baseia-se numa prova de Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), para deteccdo de Ag viral. E um método qualitativo,
especifico e muito rapido, mas com menor sensibilidade que as provas moleculares. Esta
baixa sensibilidade estd associada a pequena quantidade de virus excretados nas fezes
durante a fase final da infeccdo ou a presenca de titulos elevados de Ac neutralizantes no
limen intestinal que sequestram a maior parte das particulas virais, na fase inicial da
infeccdo (Desario et al., 2005). Por outro lado, também podem ocorrer falsos positivos 3-10
dias apds a vacina¢do com virus atenuados.

Para a deteccdo de Ac plasméticos contra o CPV é frequente a realizacdo de provas de
ELISA indirecta ou de inibicdo da hemaglutinacdo (IH). Esta ultima prova baseia-se na
capacidade que o CPV tem de aglutinar eritrécitos de suino, pelo que a IH destas células
indica a presenca de Ac plasmaticos especificos anti-CPV.

No entanto, uma serologia positiva ndo é suficiente para o diagnostico de CPV, ja que os
animais podem ser seropositivos devido a uma infec¢do anterior, muitas vezes subclinica,
ou devido a propria vacinagdo. Assim, o diagnostico serologico deve basear-se na detecgdo
de Ac anti-CPV de origem recente (IgM’s) (Prittie, 2004).

As técnicas moleculares tém a vantagem de nao serem afectadas pelo sistema imunitario do
hospedeiro, embora necessitem de técnicos experientes e equipamento sofisticado. Ao
longo dos anos, foram sendo desenvolvidas varias provas baseadas em PCR, com elevada
sensibilidade e especificidade, mas com a desvantagem de serem métodos qualitativos. Ja
0 gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) (ou real time PCR) é uma prova com
maior sensibilidade e especificidade que o PCR convencional, que permite a deteccéo e
quantificac@o paralelas do ADN viral (Decaro et al., 2005a).

Embora nao tenha influéncia do ponto de vista clinico, a caracterizagao do virus encontrado
pode ser importante a nivel epidemiol6gico. Até a data ndo existe um método que permita
diferenciar todas as variantes de CPV, sendo por vezes necessaria a realizacdo de mais do
gque uma prova para uma identificacdo correcta (Decaro et al., 2006a; Desario et al., 2005).
Contudo, é possivel a diferenciagdo entre 0 CPV-2 (estirpe vacinal) e as estirpes selvagens
(Pereira et al., 2000), o que € importante dada a dificuldade de diagndstico correcto em
amostras fecais de animais com diarreia, poucos dias apdés a vacinacgdo. Isto acontece
porque a estirpe vacinal, atenuada, é igualmente capaz de se replicar na mucosa intestinal e
ser excretada nas fezes, embora por um periodo de tempo mais curto e em menor
guantidade que a estirpe selvagem encontrada numa infeccédo natural (Decaro et al., 2006b;
Greene & Decaro, 2012). A subtipificagdo do CPV é também importante para descartar a

recuperacao de viruléncia da estirpe vacinal (Decaro & Buonavoglia, 2012).
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6.5. Profilaxia e vacinacéao
Os parvovirus sdo altamente contagiosos e estaveis no ambiente, dada a sua elevada
resisténcia a variacbes de pH e temperatura e ao tratamento com a maioria dos
desinfectantes (excepto, p.e. o hipoclorito de so6dio) (Decaro & Buonavoglia, 2012). A
infeccdo da-se através do contacto oral com fezes ou superficies contaminadas, podendo os
viribes manter-se viaveis por mais de cinco meses, se as condicdes forem favoraveis
(Jacob, Weiser, Hall & Kowalski, 1980). Assim, a incidéncia de infeccdo por parvovirus &
maior em locais de alta densidade animal e condi¢des de higiene deficientes.
A imunidade contra o CPV inicia-se com a passagem de AOM para os cachorros. A
aquisicdo desta imunidade materna € muito importante. Caso ocorra uma falha neste
processo de transferéncia, o animal corre um grande risco de infeccdo e morte. Contudo, a
presenca de concentracfes elevadas de AOM inibe o desenvolvimento de uma resposta
imunitaria enddgena. Assim, embora a diminuigdo progressiva dos AOM torne o animal mais
susceptivel a infecgcéo, esta é necessaria para o inicio da resposta imunitaria individual, quer
como consequéncia de uma infec¢éo natural, quer como consequéncia de uma vacinagao.
Neste contexto, sabe-se que na auséncia de transferéncia de AOM, os cachorros séo
capazes de montar uma resposta a vacina da parvovirose as duas semanas de idade
(Toman et al., 2002).
Os AOM séo adquiridos durante os primeiros 2-3 dias de vida, através do colostro e leite
maternos. Depois, estes anticorpos sofrem uma diminuicdo com um tempo de semi-vida de
cerca de 9-10 dias (Greene & Decaro, 2012). Este declinio leva ao aumento da
susceptibilidade dos animais a infeccdo, determinando a necessidade de iniciar um
protocolo vacinal (imunizacdo activa) (Day, 2007). De facto, a vacinacdo é a principal
medida profilatica contra o CPV.
A maioria das vacinas utilizadas hoje em dia para o CPV sao vacinas vivas atenuadas. Apés
a administracao destas vacinas, pode ocorrer uma linfopénia transitéria de 4-6 dias, sendo
gue a maior parte das estirpes vacinais é capaz de se replicar no intestino e ser excretada
nas fezes. No entanto, elas j& provaram ser seguras em inameros estudos. As alteracdes
gue ocorrem apos a administracdo de uma vacina viva atenuada sdo muito semelhantes as
gue se verificam apds a infec¢do pelo virus selvagem. Dois dias ap0s a vacinacao ocorre
virémia e, entre os dias 3 e 10, distribuicdo sistémica e excrecdo nas fezes. A resposta
humoral é também semelhante nos dois casos. Os Ac plasméticos sdo detectaveis 3 dias
apos a vacinagdo e 0s seus niveis aumentam rapidamente até serem atingidos os titulos
verificados numa infec¢cdo natural. Mesmo que ndo ocorra nova exposi¢do ao virus, 0s
titulos de Ac protectores podem manter-se até dois anos, sendo que caes expostos ao virus
durante esse intervalo de tempo ndo deveréo ficar infectados. A principal diferenca entre a
dindmica verificada com a vacinacao e a dindmica de uma infeccao natural prende-se com a

guantidade de virus eliminada, como ja foi referido (Greene & Decaro, 2012).
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Um animal que sobreviva a infeccao por CPV ficard imune, possivelmente para toda a vida.
Deste modo, a necessidade de reforcos anuais esti a ser repensada, ja que inUmeros
estudos referem uma imunidade mais prolongada apoés vacinagéo (Twark & Dodds, 2000). A
World Small Animal Veterinary Association (WSAVA) recomenda entdo uma vacinacao
inicial as 8-9 semanas de idade, seguida de um reforco apés 3-4 semanas e uma terceira
dose as 14-16 semanas. Depois, deveréa fazer-se uma revacinagéo anual e, finalmente, uma
revacinacao de 3 em 3 anos (WSAVA, 2010).

Existe uma forte correlagdo entre o titulo de Ac neutralizantes encontrado no teste de IH e a
resisténcia a infeccdo por CPV. Um titulo 21:80 é considerado protector contra a infeccéo
por parvovirus, enquanto um titulo de 1:40 ndo é protector mas, no caso de se tratar de
AOM interfere com a vacinagao. Ja um titulo <1:10 parece néo interferir com a vacinagao
mas também néo é protector (Truyen, 2006; Pratelli et al., 2000).

A principal causa de falha vacinal é a interferéncia pelos AOM (Greene & Decaro, 2012). Por
isso, as diretrizes da WSAVA recomendam que o Ultimo refor¢co seja feito pelas 14-16
semanas, quando a maioria dos cachorros ja ndo possui AOM suficientes para interferir na
resposta imunitaria (WSAVA; 2010). Neste sentido, a medi¢éo do titulo de Ac neutralizantes
por IH pode revelar-se util, quer para delimitar o inicio da “janela de susceptibilidade” para o
CPV e, consequentemente, o inicio adequado da primovacinacdo, quer para avaliar a
necessidade de novos reforcos vacinais (Coyne et al., 2001; Prittie, 2004).

Outro problema relativamente a vacinacao prende-se com a existéncia, ou ndo, de
proteccdo cruzada entre as varias estirpes. De facto, a proteccdo conferida pelas vacinas
correntes (baseadas em CPV-2) permanece um motivo de estudo. Muitos autores acreditam
gque estas vacinas sdo capazes de induzir proteccdo contra as estirpes circulantes
(Greenwood, Chalmers, Baxendale & Thompson, 1995; Schultz, 2008; Spibey et al., 2008;
Larson & Schultz, 2008; Siedek, Schmidt, Sture & Raue, 2011), enquanto outros defendem
que a imunidade por elas conferida é aceitavel para virus homoélogos, mas inferior para as
estirpes evolutivas (Cavalli et al., 2008; Martella et al., 2005), o que faz com que o CPV-2c,
por exemplo, seja capaz de causar doenga a animais “correctamente” vacinados (Decaro et
al., 2008). No entanto, apesar de todos os casos descritos de falha vacinal, ndo ha uma
evidéncia definitiva para a auséncia de protec¢éo cruzada entre estirpes. Além disso, como
ja foi referido, a principal causa de falha vacinal esta ligada a presenca de AOM em
cachorros ou a um mau funcionamento do sistema imunitario em caes adultos (Decaro &

Buonavoglia, 2012; Greene & Decaro, 2012).
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6.6. Resposta imunitaria contra o parvovirus canino

Os virus sao parasitas intracelulares obrigatérios, necessitando da célula-alvo para se
replicar. A imunidade contra os virus inicia-se com as barreiras fisicas do organismo.
Depois, o0s virus tém de ultrapassar outros mecanismos de imunidade inata, como o0s
interferdes, as células NK e as células fagocitarias (neutrofilos, macréfagos, células NK e
células dendriticas). Os interferdes fazem parte de um conjunto de proteinas, envolvidos na
resposta especifica e inespecifica. S&o produzidos por células infectadas por virus,
difundindo-se depois para células vizinhas onde as estimulam a produzir proteinas antivirais
gue bloqueiam a replicagéo viral. Assim, o interferao limita o alastramento do virus de célula
para célula e activa células NK, que reconhecem e destroem células tumorais e células
infectadas por virus (Nash, 1996; Lydyard, Whelan & Fanger, 2000).

Com o decorrer da infec¢do desenvolve-se a imunidade adaptativa, incluindo mecanismos
celulares e humorais, dependendo da fase de infec¢cdo. Os virus apresentam uma fase
intracelular, na qual se replicam e uma fase extracelular, na qual se disseminam e procuram
novas células-alvo (Male & Roitt, 1996). Assim, 0os Ac constituem a maior barreira a
disseminacao do virus pela corrente sanguinea, através da sua neutralizagéo e activagédo do
sistema de complemento. Por outro lado, os linfécitos T tém a capacidade de reconhecer
células infectadas por virus, ligando-se a elas e destruindo-as (Nash, 1996).

A memodria imunoldgica é uma caracteristica importante da resposta imunitaria adquirida. O
sistema imunitario esta preparado para reconhecer uma grande variedade de Ag. Quando o
antigénio se liga a um linfocito (B ou T) capaz de o reconhecer, este € induzido a proliferar
rapidamente. Durante este processo de selec¢do clonal, os linfocitos sofrem uma série de
ciclos celulares, até se transformarem em células maduras. Dentro de poucos dias passa a
existir um numero suficiente de células prontas a montar uma resposta imunitaria adequada
(células efectoras). Mesmo apés a infeccao ter sido debelada, alguns destes linfécitos
recentemente produzidos permanecem no organismo (células-memaria), 0 que permite ao
sistema imunitario reconhecer o mesmo Ag, caso ele penetre novamente no organismo, de
forma mais rapida, intensa e duradoura (Male & Roitt, 1996). A memodria imunitéria &
especifica de cada Ag e constitui o fundamento da vacinagdo, sendo por isso uma

caracteristica importante na dindmica de infeccéo pelo CPV.
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7. Estardo os cdes com neoplasias e/ou submetidos a terapéutica antineoplasica
devidamente protegidos contra a reactivacdo ou desenvolvimento de novas
infeccdes?

Varias podem ser as situagdes envolvidas no comprometimento da fungéo imunitéria, sendo

as neoplasias e seus tratamentos factores imunodepressores sobejamente conhecidos em

medicina humana. Esta combinacdo, juntamente com a frequente exposicdo a locais de
risco (como o0s hospitais), coloca os pacientes oncol6gicos em perigo de desenvolver
infecgbes oportunistas graves.

Os estudos de fungdo imunitaria realizados em pacientes oncolédgicos veterinarios séo

escassos e de conclusdes controversas, afastando-se por vezes do que se verifica no

Homem. Além disso, considerando que a maioria dos agentes clinicamente relevantes

(como o CPV) é especifica de espécie, ndo seria correcta a extrapolagdo definitiva desta

informagdo da medicina humana (Henry, et al., 2001). Assim, torna-se importante o

conhecimento do efeito das neoplasias, principalmente as hematopoiéticas, e respectivos

tratamentos no sistema imunitario de pacientes veterinarios, de forma a avaliar a

necessidade de instituicdo de medidas profilaticas e a definicdo de protocolos vacinais

pés-quimioterapia adequados. No fundo, importa saber se estes animais mantém a

capacidade de montar uma resposta imunitaria primaria contra novos agentes patogénicos e

a capacidade de montar uma resposta imunitaria secundaria que 0s proteja contra a

reactivacao de agentes vacinais ou se, pelo contrario, passam a correr 0S mesmos riscos

gque animais néo vacinados.

Além disso, se animais correctamente vacinados nao forem capazes de manter titulos de Ac

protectores apos tratamento quimioterapico, podem surgir problemas de saude publica no

gue se refere a infeccdes zoondticas ou facilmente disseminaveis. Assim, é necessario
conhecer o efeito destes tratamentos na resposta imunitaria, ndo sé para prevenir a doencga

no animal, como para impedir a sua disseminacao.
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. TRABALHO EXPERIMENTAL

1. Introducao/Objectivos

Actualmente, a administracdo de farmacos citotoxicos € frequente em medicina veterinaria
e, embora seja uma arma eficaz contra processos neoplasicos, pode comportar alguns
efeitos secundéarios, como referido anteriormente. Algumas neoplasias, como as
hematopoiéticas, podem também ter um efeito imunodepressor. Desta forma, é de esperar
que a combinacao entre neoplasia e tratamento quimioterdpico nos Nossos animais aumente
o risco face a determinadas doencas infecciosas, tal como acontece em medicina humana.
Este trabalho pretende contribuir para o estudo desta temética, visto serem escassas €, por
vezes, contraditérias, as conclusdes tiradas até a data. Para isso, propusemo-nos verificar
quais as alteragbes ocorridas em cédes sujeitos a quimioterapia para uma das mais
frequentes neoplasias caninas, o linfoma, no que se refere a dindmica de infecgdo por uma
doenca prevenida por vacinacdo, a parvovirose canina. Esta avaliacdo teve como base a
carga viral do CPV e a sua excrecdo nas fezes, bem como a respectiva resposta humoral.
Outro dos objectivos deste trabalho foi determinar se o linfoma per se é capaz de influenciar
a resposta a infeccéo pelo CPV, sendo para isso realizadas colheitas imediatamente antes
da primeira sessao de guimioterapia (T0), cujos valores foram comparados com 0s de um
grupo controlo de animais saudaveis. Finalmente, foi ainda avaliada a carga e a excregao
viral em animais com diagndstico clinico de parvovirose, de forma a obter o respectivo perfil
e assim comparar os resultados obtidos com o grupo de pacientes oncoldgicos.

O CPV foi usado como modelo viral, tendo sido escolhido pela elevada prevaléncia no nosso
pais e nos nossos caes, pela existéncia de muitos animais portadores e pela facil
deteccdo/monitorizacdo. Embora ndo existam registos do aparecimento desta entidade
clinica como consequéncia de tratamentos quimioterapicos, este trabalho pode servir de
base para o estudo (a nivel nacional e internacional) de outros virus potencialmente mais
perigosos e/ou clinicamente mais relevantes, como por exemplo o herpesvirus canino, o

virus da esgana e o virus da raiva.
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2. Material e Métodos

Animais

Para a realizacdo deste estudo, foram incluidos cées de qualquer raca, género ou idade,
com diagndstico confirmado de linfoma através de PAAF (citologia) e/ou histopatologia.
Além disso, os pacientes oncoldgicos deveriam ter um protocolo vacinal para parvovirose
canina conhecido. Animais anteriormente sujeitos a tratamentos quimioterapicos ou sujeitos
a tratamentos imunomodeladores até 2 semanas antes do inicio da quimioterapia, foram
excluidos do estudo.

Foram estudados 8 cdes com linfoma, que realizaram pela primeira vez um protocolo de
guimioterapia para a referida neoplasia. Destes animais, 5 foram seguidos no HEFMV-UTL e
os restantes no Centro Veterinario de Berna (Oncovet). A amostra foi constituida por 3
fémeas e 5 machos, entre os 6 e 0s 11 anos de idade (média de 7,9 anos). Relativamente
as racas, foram incluidos 4 Pastores Alemdes, 1 Golden Retriever, 1 Dobermann, 1
Labrador Retriever e 1 Boxer (Anexo IV: Tabela 13). Todos os animais foram submetidos a
um tratamento quimioterapico baseado no protocolo CHOP: no HEFMV-UTL foi utilizado um
protocolo de 25 semanas (Tabela 4); na OncoVet um protocolo de 19 semanas (Tabela 5).
Ambos os protocolos sédo constituidos por quatro ciclos separados por uma semana de intervalo,
sendo que a Unica diferenca entre 0os dois consiste na administragdo semanal de farmacos no
protocolo curto e quinzenal no protocolo longo, durante os dois Ultimos ciclos. As amostras foram
colhidas entre Abril e Outubro de 2012.

No grupo controlo foram incluidos cades considerados saudaveis e com protocolo vacinal
para a parvovirose canina conhecido. Animais sujeitos a tratamentos imunomodeladores até
2 semanas antes da colheita das amostras foram excluidos do estudo. A amostra foi entdo
constituida por 8 caes, com tentativa de emparelhamento por idade e raga relativamente ao
grupo de pacientes oncolégicos. Assim, foram incluidos 3 fémeas e 5 machos, com idades
compreendidas entre os 3 e 0s 11 anos de idade (média de 7,1 anos). Destes animais, 4
eram de raca Pastor Aleméo, 1 Golden Retriever, 1 Dobermann, 1 Labrador Retriever e 1
Boxer (Anexo IV: Tabela 14).

Nenhum dos animais (grupo experimental e controlo) foi vacinado durante o estudo.

Para além destes dois grupos, foi ainda constituido um terceiro que incluiu 8 animais com
parvovirose, tratados no HEFMV-UTL durante o decurso do estudo. Este grupo incluiu 3
fémeas e 5 machos, com idades compreendidas entre os 2,5 e os 10 meses de idade
(média de 4,4 meses), sendo que 5 animais eram de raca Dalmata, 2 de raca indeterminada
e 1 Bull Terrier (Anexo IV: Tabela 15).

A realizacdo deste estudo foi aprovada pela Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria, UTL, e foi obtido o consentimento escrito dos donos dos

animais incluidos.
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Tabela 4: Protocolo CHOP-25 da Universidade de Wisconsin-Madison (UW-M 25) (adaptado
de Chun, 2009)

Semana Farmaco Posologia Semana Farmaco Posologia

. Vincristina 0,7 mg/m” IV 8 Vincristina 0,7 mg/m* IV
Prednisolona 2 mg/kg PO SID 9 Doxorrubicina 30 mg/m2 v

X Ciclofosfamida 200 mg/m® IV ou PO | 11 Vincristina 0,7 mg/m® IV
Prednisolona 1,5 mg/kg PO SID 13 Ciclofosfamida 200 mg/m?® IV ou PO

5 Vincristina 0,7 mg/m? IV 15 Vincristina 0,7 mg/m? IV
Prednisolona 1 mg/kg PO SID 17 Doxorrubicina 30 mg/m® IV

A Doxorrubicina 30 mg/m” IV 19 Vincristina 0,7 mg/m? IV
Prednisolona 0,5 mg/kg PO SID 21 Ciclofosfamida 200 mg/m?® IV ou PO

6 Vincristina 0,7 mg/m® IV 23 Vincristina 0,7 mg/m® IV

7 Ciclofosfamida 200 mg/m® IV ou PO | 25 Doxorrubicina 30 mg/m” IV

Tabela 5: Protocolo CHOP-19 da Universidade de Wisconsin-Madison (UW-M 19) (adaptado
de Vail & Young, 2007)

Semana Farmaco Posologia Semana Farmaco Posologia
Vincristina 0,5 mg/m*® IV 8 Vincristina 0,5 mg/m* IV
! Prednisolona 2 mg/kg PO SID 9 Doxorrubicina 30 mg/m” IV
X Ciclofosfamida 200 mg/m® IV ou PO | 11 Vincristina 0,5 mg/m? IV
Prednisolona 1,5 mg/kg PO SID 12 Ciclofosfamida 200 mg/m?® IV ou PO
5 Vincristina 0,5 mg/m? IV 13 Vincristina 0,5 mg/m? IV
Prednisolona 1 mg/kg PO SID 14 Doxorrubicina 30 mg/m® IV
. Doxorrubicina 30 mg/m” IV 16 Vincristina 0,5 mg/m* IV
Prednisolona 0,5 mg/kg PO SID 17 Ciclofosfamida 200 mg/m® IV ou PO
Vincristina 0,5 mg/m* IV 18 Vincristina 0,5 mg/m* IV
7 Ciclofosfamida 200 mg/m® IV ou PO | 19 Doxorrubicina 30 mg/m® IV
Amostras

Para este estudo foram colhidas amostras de sangue para avaliagdo de alguns parametros
sanguineos (hemograma) e diagnéstico molecular e serol6gico do CPV (carga viral no
plasma e leucdcitos, e deteccdo de anticorpos plasmaticos anti-CPV). Foram ainda
realizadas zaragatoas rectais para avaliacdo da excrecdo de ADN viral nas fezes.

Todas as amostras foram processadas no maximo 24 horas ap0s a sua colheita, tendo sido

refrigeradas a 4°C até ao momento da manipulagéo.

Cronograma
No grupo experimental foram colhidas amostras imediatamente antes do inicio da primeira
sessdo (TO) e em mais trés momentos durante os primeiros 2 ciclos de tratamento,

conforme esquematizado na Tabela 6. Como se pode verificar nas Tabelas 4 e 5, os dois
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primeiros ciclos sdo semelhantes em ambos os protocolos CHOP inseridos neste estudo. O
intervalo entre a primeira e a ultima colheita variou entre 57 e 64 dias (média de 59 dias).
No grupo controlo, constituido por animais considerados saudaveis, as amostras foram

colhidas com a mesma periodicidade, de forma a avaliar os mesmos parametros.

Tabela 6: Cronograma da recolha das amostras de trabalho

TO T1 T2 T3
Semana/Farmaco 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vincristina X X X
Ciclofosfamida X X
Doxorrubicina X X

Prednisolona X X X X

Hemograma
Para cada hemograma, foi colhido 1mL de sangue para tubo com &cido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA). Os hemogramas associados ao tratamento antineoplasico sao andlises de
controlo realizadas por rotina antes de cada sessdo de quimioterapia, tendo sido realizados

no Laboratério de Andlises Clinicas Prof. Brago Forte, FMV-UTL.

Diagndstico molecular e serol6gico do CPV
Para este propésito foram colhidos 2mL de sangue em EDTA para processamento no
Laboratério de Virologia da FMV-UTL.
O sangue em EDTA foi centrifugado a 2400xg durante 10 minutos, de modo a separar o
plasma das células sanguineas. O plasma obtido foi alicotado (200uL) e armazenado a -
80°C até processamento.
A porcao celular foi submetida a uma lise de eritrécitos com um tampao de lise (Erytrocyte
Lysis Buffer — Buffer EL, Qiagen®). Para isso, as células sanguineas foram homogeneizadas
com 5 volumes de tampéo EL (em relagdo ao volume de sangue total) e incubadas em gelo
durante 15min. Depois, a solucdo foi centrifugada a 500xg durante 10min a 4°C e
descartado o sobrenadante. Realizou-se outra lavagem do pellet celular com 2 volumes de
tampdao EL e nova centrifugagdo. Removeu-se o sobrenadante e homogeneizou-se com: (1)
200pL de PBS (Phosphate buffered saline) nos casos em que a extracgdo de ADN foi feita
de imediato; (2) 200uL de uma solucdo de soro fetal com 10% de dimetilsulfoxido (DMSO)
nos casos em que a extrac¢cdo ndo foi realizada de imediato, tendo por isso as amostras
sido conservadas a -80°C até extraccao (informagdo mais detalhada pode ser encontrada no
manual do kit Ql1Aamp® RNA Blood - Qiagen®).
As zaragatoas rectais foram homogeneizadas em 300uL de PBS e armazenadas a -80°C

até extrac¢ao do ADN.
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Extraccdo e Quantificacdo do ADN
Para a extraccdo de ADN viral (plasmas e zaragatoas rectais) e total (leucécitos) foi utilizado
um kit comercial (DNeasy® Blood & Tissue - Qiagen®) de acordo com as instrucdes do
fabricante.
De uma maneira geral, os leucdcitos foram lisados com 20uL de proteinase K e 200uL de
tampéo desnaturante (tampéo AL), tendo a solucdo sido incubada a 56°C durante 15min.
Depois, foram adicionados 200uL de etanol absoluto para precipitagdo dos acidos nucleicos
e o lisado foi colocado numa coluna de silica (DNeasy Mini spin column) para fixacdo
selectiva e de alta afinidade do ADN desidratado. Foram posteriormente realizadas lavagens
e centrifugacBes sucessivas com os tampbdes fornecidos no kit (500uL de tampéo AW; e
500uL de tampao AW,) e o ADN fixo na coluna foi eluido para um tubo identificado, com
200pL de tampéo AE (tampé&o de elui¢do hidratante).
A extraccdo de ADN viral das amostras de plasma e zaragatoas rectais foi realizada de
forma semelhante, excepto em dois momentos do processamento: (1) em vez de 20uL de
proteinase K, foi adicionada a mesma quantidade de protease; (2) a eluicdo final foi feita
com 60uL de tampéo AE, em vez de 200pL.
ApoGs extraccdo do ADN, foi efectuada a sua quantificacdo no aparelho Nanodrop 2000c
Spectrophotometer® (Thermo Fisher Scientific) e as amostras armazenadas a -80°C até

realizacdo do qPCR.

Detecc¢éo e Quantificacdo da carga viral

A deteccdo e quantificacdo da carga viral (em moléculas/pL) foram realizadas através da
técnica de gPCR. Este método baseia-se na técnica de PCR e utiliza um par de primers ou
iniciadores para amplificar varias cépias de uma sequéncia de ADN, o que permite a
detecdo em tempo real da amplificacdo da sequéncia alvo.

As reacbes de gPCR foram realizadas num termociclador (Real-time 7300 - Applied
Biosystems) que efectuou a medicdo da emissdo de fluorescéncia, indicativa da
amplificacdo e quantificacdo da regido alvo. Neste trabalho recorreu-se a tecnologia
TagMan® da Applied Biosystems, na qual se utiliza um terceiro primer (sonda) especifico e
marcado com um fluoréforo (reporter) na extremidade 5’ e um quencher na extremidade 3'.
Enquanto nao ocorre ligacdo da sonda a regiao correspondente do ADN (delimitada pelos
primers foreward e reverse), o reporter e o quencher mantém-se proximos e o quencher
inibe a emissdo de fluorescéncia pelo reporter. Apds a ligacdo da sonda e dos primers a
sequéncia alvo, a actividade da exonuclease 5-3' da Taq polimerase hidrolisa a sonda,
induzindo o consequente afastamento entre o reporter e o quencher, levando a emissao de
fluorescéncia. A intensidade da fluorescéncia emitida no final de cada ciclo é proporcional a
quantidade de produto final amplificado, sendo apresentada num grafico que permite

monitorizar, em tempo real, a cinética da reac¢do de amplificacdo. Se a sequéncia alvo ndo
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estd presente, ndo ha ligacdo da sonda e, consequentemente, ndo ocorre emissédo de
fluorescéncia (Van Guilder, Vrana & Freeman, 2008).

Os primers e a sonda TagMan® foram calculados através do programa Primer designing tool
do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Tabela 7). A sua concentragéo
final na reacdo de amplificacdo foi de 0,9 uM para o primer forward e para o primer reverse e
0,25 UM para a sonda. As reacdes de amplificacdo foram efetuadas no volume final de 20uL
e a quantidade de &cido nucleico utilizada para cada amostra foi de 50ng. Os primers foram
escolhidos com base na sequéncia nucleotidica do gene vpl, disponivel no GenBank
através do seu numero de acesso (NA) AB437433.1. Os ciclos térmicos utilizados no gPCR
foram os seguintes: 10 min a 95°C para a deshaturacdo, 15 segundos a 90°C para o

annealing e 1 min a 60°C para a extensdo, num total de 50 ciclos.

Tabela 7: Primers e sonda utilizados no qPCR para amplificacdo da sequéncia de CPV, sua

localizag&o e dimenséo dos fragmentos obtidos

Primers e sonda Sequéncia (5" 2> 3’) Fragmento
Forward GGGCCTGGGAACAGTCTTGACC
Reverse ACCAGAGCGAAGATAAGCAGCGT 99pb
Sonda FAM AGAACCAACTAACCCTTCTGACGCCGC TAMRA

Como controlo positivo, foi utilizada uma diluicdo da estirpe de CPV presente na vacina
Tetradog® (CPV-2 Cornell-780916). A construcéo do plasmideo recombinante foi realizada
por ligacédo do produto de PCR, com 50ng de plasmideo pGEM (Promega), na presenca de
T4ADN ligase, a 4°C durante a noite. Esta ligacdo foi posteriormente utilizada para
transformar células competentes (E. Coli DH5a), as quais foram plaqueadas em meio LB
amp suplementado com IPTG e Xgal e incubadas durante 24h. Em seguida, as col6nias
brancas foram repicadas e foi confirmada a presenca do plasmideo recombinante nas
células através de gPCR. Os clones recombinantes positivos foram posteriormente
armazenados em LB e glicerol (1:1) a -80°C. Para extracdo do ADN plasmidico utilizou-se
um kit comercial, de acordo com as instru¢Bes do fabricante, baseado no processo de lise
alcalina. O plasmideo foi sequenciado pela empresa STABvida Portugal, para confirmacéo
do producto clonado, tendo sido utilizado posteriormente como controlo positivo da reacéo.
Como controlo negativo recorreu-se ao uso de agua Milli-Q estéril.

As provas apenas foram validadas quando se obteve amplificacdo dos controlos positivos
(standard) e quando ndo se observou amplificacdo nos controlos negativos, indicativa de

contaminacéo (Figura 3 e 4).
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Figura 3: Curvas de amplificagdo das diluicbes do controlo positivo (standard) (original)

Deta Rn vs Cycle

Delta Rn

Cvcle Number

Figura 4: Curvas de amplificagdo dos controlos negativos (original)

Detta Rnvs Cycle

Determinacdao do titulo de anticorpos anti-PVC

O titulo de anticorpos (Ac) plasméticos anti-PVC foi obtido através de uma prova de ELISA
indirecta e semiquantitativa. Para isso, foi utilizado o kit comercial TiterCHEK® CDV/CPV da
Synbiotics (Zoetis), que tem a particularidade de apenas permitir uma reaccao colorimétrica
no caso de o titulo de Ac da amostra ser superior ao titulo considerado protector (1:80 no
caso do CPV), com elevada sensibilidade e especificidade (Litster, Pressler, Volpe & Dubovi,
2012).

De uma forma geral, nesta técnica é utilizado um suporte solido (uma placa de polistireno),
ao qual o antigénio (Ag) foi adsorvido (neste caso proteinas do CPV). O plasma é
adicionado e incubado para que, caso possua Ac especificos contra o CPV, estes se liguem
ao Ag da placa. Segue-se depois uma lavagem que elimina todo o material ndo ligado e
acrescenta-se um Ac secundario (uma Ig antiespécie ligada a uma enzima, o conjugado),
seguido de incubacdo. Apdés nova lavagem, o substrato cromogéneo é adicionado,
ocorrendo uma reacg¢do colorimétrica no caso de a reaccgdo ser positiva. Assim, neste kit, a
presenca de cor (de intensidade igual ou superior ao controlo positivo) indica a presenca de

Ac anti-CPV acima do titulo protector, enquanto a auséncia de cor (ou a presenca de cor de
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intensidade inferior ao controlo positivo) indica a auséncia de Ac anti-CPV ou a presenca

dos mesmos abaixo do titulo protector.

Andlise Estatistica

A andlise dos dados obtidos foi realizada através do programa de andlise estatistica R
(Institute for Statistics and Mathematics, 2012).

A distribuicdo dos dados foi analisada com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e, no
caso de ndo apresentarem distribuicdo normal, foram transformados logaritmicamente. No
caso de, apoés transformacao, a normalidade néo ter sido conseguida, foram utilizadas as
alternativas ndo-paramétricas correspondentes.

Neste trabalho, cada individuo foi avaliado para cada parametro mais do que uma vez e nao
€ possivel assumir independéncia entre os resultados ao longo do tempo. Assim, tanto os
parametros do hemograma, como numero de moléculas de CPV nos leucdcitos, plasma e
fezes foram sujeitos a uma andlise de variancia com medidas repetidas, através de uma
ANOVA mista inter-intra sujeitos ou Split Plot ANOVA. Este modelo permite testar os efeitos
principais de cada variavel independente (grupo e tempo), bem como avaliar a existéncia de
uma interaccdo estatisticamente significativa entre elas. O Split Plot ANOVA foi
posteriormente complementado com um teste Tukey para comparagfes mdltiplas (teste
post-hoc), para identificar quais as médias significativamente diferentes entre si.

A correlagdo entre os parametros do hemograma e a correlagdo entre 0 nuimero de
moléculas de CPV nos leucdcitos, plasma e fezes foram avaliadas através do teste de
correlacéo de Spearman.

Diferencas significativas no nimero de moléculas de CPV nos leucdcitos, plasma e fezes
antes do inicio da quimioterapia (T0), entre 0 grupo experimental e o grupo controlo, foram
aferidas utilizando o teste ndo paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney. A mesma andlise foi
feita em relacdo aos parametros do hemograma, tendo o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
sido substituido pelo teste T de amostras independentes na analise de variaveis com
distribuicdo normal.

A comparacdo entre os 3 grupos estudados, no que se refere a média do niumero de
moléculas de CPV nos leucécitos, plasma e fezes, foi realizada através de uma andlise de
variancia (One-Way ANOVA), seguida do teste de Tukey para comparag8es multiplas.

A associagéo entre o grupo (oncolégico, controlo e de cdes com parvovirose) e a presenca
de um titulo protector de Ac plasmaticos anti-CPV (21:80) foi analisada através de tabelas
de contingéncia e da realizacdo do teste de Fisher.

Em todas as analises realizadas, foram considerados significativos valores de p < 0,05.
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IV. RESULTADOS

1. Caracterizacdo da amostra

Neste trabalho foram avaliados 24 cées, divididos em 3 grupos experimentais (Anexo V).
Dos 8 cées incluidos no grupo oncoldgico, 5 (62,5%) foram submetidos ao protocolo CHOP-
longo (25 semanas) e 3 (37,5%) foram submetidos ao protocolo CHOP-curto (19 semanas).
Na presenca de sinais indicativos de toxicidade farmacol6gica, como anorexia, vémito,
diarreia, prostracdo grave, anemia, neutropénia ou trombocitopénia, o tratamento foi
interrompido por uma semana (até normalizac@o do estado clinico), ou substituido por um
farmaco menos téxico pertencente ao protocolo utilizado. Nos animais que apresentaram
sinais de resisténcia aos farmacos utilizados, foi administrado um farmaco de resgate (L-
asparaginase: 400 UIl/Kg SC). Durante o decurso do estudo, 2 dos animais (25%)
(animais B e G) atrasaram a administracdo pelos motivos referidos e 2 (25%) (animais
F e G) necessitaram da administracdo de L-asparaginase. O animal B apresentou vomito
e diarreia na 2% semana de tratamento (tendo recuperado a tempo da 32 sessao) e anorexia
na 82 semana (razdo pela qual adiou a administragédo de vincristina uma semana). O animal
E apresentou um episddio de vomito e inapeténcia na 7% semana, tendo igualmente
recuperado a tempo da sessdo seguinte. O animal G apresentou anorexia na 42 semana,
pelo que repetiu a administragdo de vincristina (evitando assim a administracdo de
doxorrubicina, mais téxica). Dos animais estudados, 4 (50%) faleceram apds o periodo de
colheitas, sendo que 3 destes (37,5%) foram eutanasiados devido a deterioracao do estado
clinico. Os caes deste grupo apresentavam idades compreendidas entre os 6 e os 11 anos
de idade (média de 7,9 anos).

O grupo controlo foi constituido por 8 caes, com tentativa de emparelhamento por idade e
raca relativamente ao grupo de pacientes oncoldgicos. Os canideos tinham idades
compreendidas entre os 3 e 0s 11 anos (média de 7,1 anos).

Todos os cdes do grupo oncolégico e do grupo controlo estavam vacinados para a
parvovirose. No grupo oncoldgico, 7 cées (87,5%) tinham sido vacinados ha menos de 1 ano
(animais A, C, D, E, Fe G) e 1 (12,5%) ha mais de 3 anos (animal B). No grupo controlo, 4
(50%) tinham sido vacinados ha menos de 1 ano (animais L, N, O e Q), 3 (37,5%) ha menos
de 2 anos (animais I, M e P) e 1 (12,5%) h& mais de 2 anos (animal J).

Finalmente, os 8 cdes com parvovirose tinham idades compreendidas entre os 2,5 e os 10
meses (média de 4,4 meses). Nenhum destes animais estava vacinado contra a parvovirose

e 3 (37,5%) sucumbiram a doenca.
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2. Hemograma

Os resultados dos hemogramas realizados podem ser encontrados no Anexo V.

Contudo, apenas o hematdcrito, plaquetas, leucdcitos, neutrdfilos, linfécitos e mondcitos
foram alvo de andlise estatistica.

Dos animais submetidos a quimioterapia, 7 (87,5%) apresentaram uma anemia ligeira (Htc:
30-37%) normocitica e normocromica, pelo menos uma vez ao longo do estudo (animais A,
B, C, D, F, G, H). Um destes animais (12,5%) chegou a apresentar uma anemia moderada
(Htc: 20-29%) normocitica e normocromica (animal F). Relativamente ao grupo controlo,
apenas um animal (12,5%) apresentou uma ligeira diminuicdo do hematdcrito (animal Q,
Htc: 36,90%), que nao foi valorizada como indicativa de anemia.

Metade dos animais do grupo oncoldgico apresentou trombocitose pelo menos uma vez ao
longo do estudo (animais A, B, G e H), sendo que um deles também apresentou
trombocitopénia (animal G). Dos animais saudaveis nenhum apresentou trombocitose, tendo
6 (75%) apresentado trombocitopénia pelo menos uma vez (animais |, J, L, M, P e Q). E de
referir que a trombocitopénia aqui mencionada nado inclui os animais com evidéncias de
agregacao plaquetéria.

Relativamente ao leucograma do grupo oncolégico, 7 animais (87,5%) apresentaram
leucocitose, pelo menos uma vez ao longo do estudo (animais A, B, C, D, E, G e H), tendo 4
(50%) apresentado leucopénia (animais A, B, C e F). Sete animais (87,5%) apresentaram
neutrofilia, pelo menos uma vez (animais A, B, C, D, E, F e H), sendo que um deles (12,5%)
também apresentou neutropénia (animal F). A linfopénia ocorreu em 3 animais (37,5%)
(animais A, B e D), tendo um deles (12,5%) também exibido linfocitose (animal D).
Finalmente, 6 canideos (75%) apresentaram monocitose (animais B, C, D, E, G e H). Assim,
6 animais (75%) apresentaram leucocitose por neutrofilia (animais A, B, C, D, E e H), um
(12,5%) também por linfocitose (animal D) e 5 (62,5%) por monocitose (animais B, C, E, G e
H). As leucopénias ocorridas foram consequéncia de neutropénia num animal (12,5%)
(animal F) e de linfopénia noutro (12,5%) (animal A). No grupo controlo, nenhum animal

apresentou alteragdes do leucograma.”

2.1. Variacdo do hemograma dos grupos oncolégico e controlo ao longo do tempo
Relativamente ao hematdécrito e aos mondcitos, observou-se uma diferenga significativa
entre o grupo oncolégico e o grupo controlo (p<0,001 e p<0,05, respectivamente), e uma
diferenca significativa ao longo do tempo (p<0,05 e p<0,001, respectivamente). Contudo,
nao se verificou uma diferenga significativa na forma como os dois grupos evoluiram
(p=0,862 e p=0,867, respectivamente), ou seja, a interac¢éo entre 0 grupo e 0 momento da

colheita n&o influenciou significativamente os valores encontrados (Graficos 1 e 2).
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Grafico 1: Hematocrito dos animais dos grupos Grafico 2: Mondcitos (log+1) dos animais dos
oncoldégico e controlo, ao longo do tempo grupos oncoldgico e controlo, ao longo do tempo
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Com as plaquetas e os leucécitos também se verificou uma diferenca significativa entre
grupos (p<0,01 e p<0,05, respectivamente), mas ndo se observou uma variagao significativa
ao longo do tempo (p=0,0545 e p=0,11, respectivamente), nem no modo como os dois
grupos evoluiram (p=0,398 e p=0,52, respectivamente) (Gréficos 3 e 4).

Grafico 3: Plaquetas dos animais dos grupos Gréafico 4: Leucécitos dos animais dos grupos

oncoldégico e controlo, ao longo do tempo oncoldégico e controlo, ao longo do tempo
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Os valores de neutrofilos e linfécitos encontrados no grupo oncoldgico nao diferiram
significativamente dos valores encontrados nos animais saudaveis (p=0,127 e p=0,238,
respectivamente). Também ndo se observou uma variagéo significativa ao longo do tempo
(p=0,0637 e p=0,158, respectivamente), nem uma influéncia significativa da interaccao entre
0 grupo e o momento de colheita (p=0,6806 e p=0,267, respectivamente) (Graficos 5 e 6).

Gréfico 5: Neutréfilos (log+1l) dos animais dos Grafico 6: Linfdcitos (log+1l) dos animais dos
grupos oncoldégico e controlo, ao longo do tempo  grupos oncolégico e controlo, ao longo do tempo
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Através da andlise dos gréficos 1 a 6, verifica-se a ocorréncia de oscilagbes dos varios
parémetros do hemograma ao longo do tempo. Contudo, nos animais do grupo oncolégico,
nenhum dos parametros sofreu uma variacao significativa o longo do tempo (hematdcrito
p=0,238; plaquetas p=0,165; leucécitos p=0,273; neutrdfilos p=0,293; linfécitos p=0,242;
mondcitos p=0,0887). Assim, a varia¢ado significativa encontrada no hematocrito e mondcitos
dos dois grupos ao longo do tempo resulta de uma variagéo significativa destes parametros

no grupo controlo.

2.2. Correlagéo entre os parametros do hemograma

No hemograma dos animais submetidos a quimioterapia foram observadas correlactes
moderadas entre o numero de leucdcitos e de mondcitos (p=0,61; p<0,001) e entre o
namero de mondcitos e de neutrdéfilos (p=0,54; p<0,01). Foi também encontrada uma forte
correlagdo entre o numero de leucdcitos e de neutrdfilos (p=0,82; p<0,001) (Gréfico 7).

Nos animais saudaveis foram observadas correlacdbes moderadas entre 0 ndmero de
leucécitos e de linfécitos (p=0,39; p<0,05) e entre 0 numero de leucécitos e de mondcitos
(p=0,56; p<0,001). Foram também encontradas correlagbes fortes entre o numero de
leucécitos e de neutrdfilos (p=0,89; p<0,001) e entre o niumero de mondcitos e de neutrofilos
(p=0,70; p<0,001) (Grafico 7).
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Gréfico 7: Correlagdes fortes encontradas entre o numero de leucécitos x 10%pL,

neutrofilos/ uL (log+1) e mondcitos/ pL (log+1), no grupo oncoldgico e no grupo controlo
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2.3. Influéncia do linfoma no hemograma

Para tentar identificar o efeito desta neoplasia hematopoiética nos resultados obtidos, foram
colhidas e analisadas amostras dos animais com linfoma imediatamente antes do inicio da
quimioterapia (T0), para comparacdo com um grupo controlo de animais saudaveis. Neste
contexto, apenas se observou uma diferenca significativa no hematdcrito (p<0,01), sendo
este significativamente inferior em animais com linfoma, quando comparado com o de
animais saudaveis. Nenhum dos outros parametros foi significativamente diferente entre
grupos (plaquetas p=0,1719; leucdcitos p=0,6454; neutrdéfilos p=0,4418; linfocitos p=0,7151;
mondcitos p=0,2904) (Grafico 8).
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Grafico 8: Hemograma dos animais do grupo oncologico e do grupo controlo, em TO
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3. Deteccao de CPV nos leucocitos, plasma e fezes

Dependendo do momento da analise, o CPV pode ser detectado em leucdcitos (fase
celular), no plasma (fase de virémia) e nas fezes (fase de excrecéao).

A realizacdo de gPCR nos materiais bioldgicos referidos revelou a presenca de ADN de
CPV em pelo menos um material biolégico e em pelo menos uma colheita, em todos os
canideos dos grupos oncoldgico e controlo. No grupo oncoldgico, o CPV foi detectado nos
leucdcitos, plasma e fezes de 6 (75%), 8 (100%) e 7 (87,5%) animais, respectivamente, pelo
menos uma vez durante o estudo. A mesma analise no grupo controlo, revelou a presenca
de CPV nos leucdcitos de 7 animais (87,5%), e no plasma e fezes de 8 (100%) animais.
Todos os cdes com parvovirose apresentaram ADN de CPV nos trés materiais biologicos
analisados (Anexo VI).

A carga viral média encontrada nos trés materiais biol6gicos estudados, nos animais
submetidos a quimioterapia e nos animais saudaveis, nas varias colheitas realizadas esta
ilustrada na Tabela 8.
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Tabela 8: Numero médio de moléculas de CPV/puL (log+1) nos leucdcitos, plasma e fezes

dos animais estudados, ao longo do tempo

Grupo Material T0 T1 T2 T3
Leucocitos  0.772  1.001 1.336 1.259
Oncologico Plasma 1.304 1.860 1.507 1.586

Fezes 0.663 0.535 0.241 0.687

Leucdcitos 0.182 1.543 0.284 0.166

Controlo Plasma 1.195 4.478 2.937 1.038
Fezes 1.326  3.043 1.250 0.447

3.1. Variagcdo da concentracdo de CPV nos leucdcitos, plasma e fezes dos animais
dos grupos oncoldégico e controlo ao longo do tempo

Relativamente a carga viral encontrada nos leucdcitos, ndo se observou uma diferenca
significativa entre o grupo oncolégico e o grupo controlo (p=0,223), nem uma diferenca
significativa ao longo do tempo (p=0,411). Também ndo se verificou uma diferenca
significativa na forma como os dois grupos evoluiram (p=0,166), ou seja, a interac¢ao entre
0 grupo e o momento da colheita ndo influenciou significativamente os valores encontrados
(Grafico 9). No que se refere a carga viral plasmatica, foi observada uma diferenca
significativa entre o grupo oncolégico e o grupo controlo (p<0,05), e uma diferenca
significativa ao longo do tempo (p<0,01). A interac¢do entre 0 grupo e 0 momento da
colheita também influenciou de forma significativa os valores encontrados (p<0,05) (Grafico
10). Finalmente, a carga viral detectada nas fezes foi significativamente diferente entre o
grupo oncoldgico e o grupo controlo (p<0,01), variando também significativamente ao longo
do tempo (p<0,05). Adicionalmente, verificou-se uma influéncia significativa da interaccdo

entre o grupo e o momento da colheita nos valores encontrados (p<0,05) (Gréfico 11).

Gréafico 9: Numero de moléculas de CPV (log+1) Gréafico 10: Numero de moléculas de CPV (log+1)
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Gréfico 11: Numero de moléculas de CPV (log+l) nas fezes dos animais do grupo

oncoldgico e do grupo controlo, ao longo do tempo
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Nos cdes com linfoma, o nimero médio de moléculas de CPV/uL (log+1) nos leucdcitos
(p=0,716), plasma (p=0,983) e fezes (p=0,817) ndo variou significativamente ao longo do
estudo. Assim, tal como o mencionado para o hematdcrito e os mondcitos, a variagdo
significativa encontrada para o numero de moléculas de CPV/uL (log+1) no plasma e nas
fezes dos dois grupos, fica a dever-se a uma variacao significativa destas variaveis no grupo

controlo.

3.2. Correlacéo entre a concentracdo de CPV nos leucocitos, plasma e fezes
Nos animais com linfoma, ndo foram observadas correlacbes entre os trés materiais
biol6gicos onde foi pesquisada a presenca de CPV.
Pelo contrario, nos animais saudaveis foram encontradas correlacdes moderadas entre a
concentracao de CPV nos leucécitos e no plasma (p=0,47; p<0,05), entre a concentracao de
CPV nos leucocitos e nas fezes (p=0,66; p<0,001) e entre a concentracdo de CPV no

plasma e nas fezes (p=0,66; p<0,001) (Gréfico 12).
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Grafico 12: Correlacdo entre o numero de moléculas de CPV/uL (log+1) nos leucécitos,

plasma e fezes, no grupo oncolégico e no grupo controlo
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3.3. Influéncia do linfoma na concentracdo de CPV nos leucécitos, plasma e fezes
O numero de moléculas de CPV/uL nos leucécitos (p=0,4066), plasma (p=0,5606) e fezes
(p=0,1706) dos animais com linfoma antes do inicio da quimioterapia (TO) nado diferiu

significativamente da quantificacéo feita nos animais saudaveis (Gréfico 13).

Grafico 13: Numero de moléculas de CPV/uL (log+1) nos leucdcitos, plasma e fezes dos

animais do grupo oncolégico e do grupo controlo, em TO
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Gréfico 13: (Continuagéo)
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3.4. Carga viral: grupos oncolo6gico e controlo vs grupo da parvovirose

O grupo de animais com diagnéstico clinico de parvovirose foi incluido neste estudo
essencialmente para comparar o seu perfil de positividade com o perfil dos cdes dos outros
dois grupos. Como se pode verificar pela Tabela 17 (Anexo VI), a carga viral encontrada nos
trés materiais biol6gicos estudados é superior nos cdes com parvovirose, relativamente aos
cdes do grupo oncoldgico e do grupo controlo. De facto, foi observada uma diferenca
significativa entre grupos no que se refere aos leucécitos (p<0,001), ao plasma (p<0,001) e
as fezes (p<0,001) (Gréfico 14), sendo o grupo dos cdes com parvovirose o responsavel por

essa diferenca (Tabela 9).

Grafico 14: Comparacdo do numero de moléculas de CPV/uL (log+1) entre grupos, nos

leucécitos, no plasma e nas fezes
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Tabela 9: Resultados do teste Tukey de comparagédo multipla

CPV Leucdcitos Plasma Fezes
Oncoldgico-Controlo p=0.41 p=0.345 p=0.0552
Parvovirose-Controlo p<0,001* p<0,001* p<0.001*

Parvovirose-Oncoldgico p<0,001* p<0,001* p<0.001*

* Indica diferencas significativas (p<0,05).

4. Deteccdo de anticorpos anti-CPV

A deteccdo de Ac anti-CPV foi realizada em 3 momentos (TO, T2 e T3). Dos animais
submetidos a quimioterapia, apenas 1 (12,5%) nao manteve o titulo de Ac protector durante
a totalidade do estudo (animal A). O mesmo se verificou no grupo controlo (animal O). Estas
ocorréncias foram observadas em T2, tendo os Ac recuperado o titulo protector na colheita
seguinte (T3). Todos os animais com parvovirose apresentaram um titulo de Ac inferior ao
titulo considerado protector (Anexo VII: Tabelas 18 e 19 e Figura 6). Assim, foi observada
uma diferenca significativa entre grupos, no que respeita ao titulo de Ac anti-CPV
encontrado (p<0,001), estando o grupo de animais com parvovirose associado a auséncia

de um titulo de Ac protector (Grafico 15).

Grafico 15: Titulo de Ac anti-CPV, nos trés grupos estudados
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4.1. Influéncia do linfoma no titulo de anticorpos anti-CPV
Como referido anteriormente, esta andlise foi feita com base na comparacdo entre 0s
resultados obtidos em TO para o grupo oncolégico e o grupo controlo. Em ambos os grupos,
100% dos animais obtiveram um titulo de Ac protector, pelo que o linfoma ndo parece

influenciar esta variavel.
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V. DISCUSSAO

Em medicina humana, o sistema imunitario de pacientes oncoldgicos com neoplasias
malignas e submetidos a tratamentos antineoplésicos tem sido muito estudado e, de uma
maneira geral, tem sido considerado enfraquecido. Contudo, poucos tém sido os estudos
realizados sobre a funcdo imunitaria de animais na mesma situacao.

A interaccdo entre o sistema imunitario e a neoplasia é complexa. Se, por um lado, a
imunodepressdo pode ser responsavel pelo desenvolvimento de neoplasias (tal como
proposto pelo conceito de vigilancia imunitaria e fundamentado por observacdes de uma
incidéncia aumentada de neoplasias malignas em pacientes imunodeprimidos), por outro, 0s
farmacos citotoxicos utilizados no tratamento das referidas neoplasias sdo muitas vezes
imunodepressores. Contudo, para além do tratamento quimioterdpico, tem sido
demonstrado que a imunodepressdo pode resultar da presenca da propria neoplasia,
principalmente as hematopoiéticas (Rasmussen & Arvin, 1982; Haining et al., 2005; Kovacs
et al, 2008). Uma publicacdo recente atribui parte da responsabilidade pela
imunodepressdo aos macréfagos activados pela via alternativa (Hao et al., 2012). Estes
macrofagos, que parecem colonizar a maioria das neoplasias, expressam uma grande
variedade de moléculas anti-inflamatérias que promovem um ambiente imunodepressor e
parecem estar envolvidos em Vvarios processos tumorais, incluindo a angiogénese, o
crescimento e a capacidade de metastizagdo. Noutro estudo do mesmo ano (Sherger,
Kisseberth, London, Olivo-Marston & Papenfuss, 2012) foi avaliada a presenca de células
CD11b°"/CADO48°" no sangue de cdes com neoplasias. As células com este fenétipo
parecem pertencer ao grupo de células supressoras derivadas da linha miel6ide (CSDM),
que contribuem de forma significativa para a imunodepressdao observada em pacientes
oncoldgicos. Estas células inibem a resposta imunitaria inata e adquirida através da
alteracdo dos mecanismos de interac¢do celular e da produgcdo de mediadores soluveis,
como a arginase, o 6xido nitrico e produtos de oxigénio reactivo. Sdo portanto capazes de
inibir células NK, macréfagos, células dendriticas, linfécitos T CD4 e T CD8. As CSDM estao
tipicamente aumentadas em pacientes oncolégicos de vérias espécies, pelo que a sua
identificacdo e o desenvolvimento de terapéuticas a elas direccionadas estd a ser
activamente investigada na oncologia humana e veterindria. Este estudo confirmou o
aumento significativo do numero de CSDM no sangue periférico de cdes com tumores, em
comparagdo com animais saudaveis, bem como a sua capacidade de inibir a proliferagéo de
linfécitos caninos in vitro.

Assim, este trabalho teve dois objectivos principais: (1) verificar quais as alteracdes
imunitarias ocorridas em caes submetidos a quimioterapia para uma das mais frequentes
neoplasias caninas, o linfoma, usando o CPV como modelo viral; (2) determinar qual o papel

do linfoma nas referidas alterag6es imunitérias.
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1. Hemograma

A anemia ndo regenerativa (normocitica e normocrémica) observada em 7 (87,5%) dos cées
com linfoma é uma sindrome paraneoplasica comum nestes animais (Vail & Young, 2007;
Vail, 2011). Como seria de esperar, 0 hematécrito dos caes com linfoma ao longo do estudo
foi significativamente inferior ao dos animais saudaveis, cujos valores se situaram no
intervalo de referéncia (Gréfico 1).

Céaes com linfoma e/ou submetidos a quimioterapia podem, embora pouco frequentemente,
apresentar trombocitopénia (Vail, 2011). Neste trabalho, apenas um dos animais com
linfoma manifestou trombocitopénia, o que estd de acordo com o acima mencionado. Pelo
contrario, 4 (50%) animais do grupo oncolégico apresentaram trombocitose, o que se pode
ter devido quer a administracdo de prednisolona, incluida no protocolo CHOP, quer a
factores de stress/excitacdo sentidos pelos animais. A trombocitose pode ainda ser
fisiologica em animais mais velhos (Gough, 2007), sendo que estes animais apresentavam
9, 11, 6 e 8 anos de idade, respectivamente. A trobocitopénia encontrada em 6 animais
saudaveis deve-se provavelmente a factores de ordem técnica. A colheita de sangue destes
animais nao foi realizada no HEFMV-UTL, pelo que as amostras tiveram de ser
transportadas em refrigeragéo, ndo tendo por isso sido imediatamente processadas (por
vezes, so foi possivel o processamento no dia seguinte a colheita). O transporte e a demora
no processamento aceleraram a deterioracdo do sangue, razéo pela qual algumas amostras
apresentaram algum grau de hemdlise que pode dificultar a contagem plaquetéria. Estes
resultados explicam a diferenca significativa encontrada no nimero de plaquetas dos caes
com linfoma, quando comparados com os caes saudaveis (Gréfico 3).

Os cades com linffoma podem apresentar neutropénia (especialmente em caso de
envolvimento da medula éssea), neutrofilia (em 25-40% dos casos) e linfocitose (em 20%
dos casos) (Vail, 2011). Neste estudo, 6 dos cédes com linfoma estudados apresentaram
leucocitose por neutrofilia, pelo menos uma vez ao longo do estudo, sendo que um deles
tinha também linfocitose. O facto de ndo se ter realizado PAAF de medula 6ssea dos
animais estudados n&o permite confirmar se os resultados obtidos estdo de acordo com o
geralmente observado em cdes com linfoma. A neutropénia e a linfopénia observadas
poderdo estar associadas a doencga de base e aos efeitos da quimioterapia, sendo que a
linfopénia (principalmente em TO, em que ainda n&o se iniciou a administracdo de nenhum
farmaco citotoxico) pode também ter-se devido ao stress/excitagdo no momento da colheita.
A infeccdo por CPV também poderia resultar nestas altera¢cdes, mas os animais em causa
ndo apresentaram quaisquer sinais clinicos indicativos de parvovirose, como febre,
prostracdo, vomito e diarreia. Como se pode perceber pela analise destes resultados, o
leucograma dos animais com linfoma sofreu véarias oscilagées, com animais a apresentarem
contagens opostas em diferentes momentos do estudo (ex: o animal D apresentou linfopénia

em T1 e linfocitose em T2 e T3).
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Finalmente, a monocitose observada pode ter-se devido a presenca de glucocorticéides
endégenos (em TO, devido a stress/excitacdo) e exdgenos (durante a administracdo de
prednisolona) A auséncia de alteracdbes no leucograma dos animais saudaveis é
responséavel pela diferenca significativa encontrada no nimero de leucdcitos e de mondcitos,

entre os dois grupos (Graficos 2 e 4).

1.1. Variacdo do hemograma dos grupos oncolégico e controlo ao longo do tempo
O hematdcrito dos animais do grupo oncologico diferiu significativamente do hematdcrito do
grupo controlo, sendo inferior em todas as colheitas realizadas (Grafico 1). A variacdo
significativa do hematocrito dos dois grupos ao longo do tempo resulta, como referido
anteriormente, de uma variagéo significativa deste pardmetro no grupo controlo, uma vez
gue o hematdcrito dos cdes com linfoma nao variou significativamente ao longo do tempo.
Esta variagdo do hematdécrito do grupo controlo ndo se considera relevante para o presente
estudo, ja que as colheitas realizadas neste grupo nao corresponderam de forma directa as
colheitas realizadas no grupo oncoldgico, onde se pretendia avaliar o efeito do tratamento
guimioterapico. Assim, a conclusdo mais importante prende-se com o facto de o hematécrito
de ambos os grupos ter variado de forma semelhante, 0 que sugere que a quimioterapia ndo
tem um efeito definitivo sobre esta variavel.
A analise do numero de mondcitos foi semelhante, diferindo apenas pelo facto de o grupo
oncoldgico apresentar uma média de valores superior a do grupo controlo, em todas as
colheitas realizadas (Gréfico 2).
As plaquetas e os leucécitos também foram significativamente diferentes entre grupos,
apresentando valores superiores nos cdes do grupo oncoldgico. Contudo, ndo variaram
significativamente ao longo do tempo, tendo apresentado nos dois grupos, uma variagcao
semelhante (Gréficos 3 e 4).
Finalmente, os valores de neutréfilos e linfocitos ndo diferiram significativamente entre
grupos nem ao longo do tempo. Tal como nos par&metros anteriores, ndo houve uma
influéncia significativa da interacg&o entre o grupo e o momento de colheita (Graficos 5 e 6).
O facto de néo ter existido uma diferenca significativa na forma como, para os dois grupos,
qualquer dos parametros variou ao longo do tempo, sugere que a quimioterapia ndo parece
influenciar o hemograma dos animais com linfoma. Esta concluséo difere de alguns estudos
realizados sobre o tema. Em 2002, Winnicka e seus colaboradores verificaram que a
quimioterapia para linfoma multicéntrico canino resultou numa diminuigdo significativa do
namero de leucdcitos e linfocitos B e num aumento das subclasses de linfécitos T. Neste
estudo, a quimioterapia originou um retorno dos parametros avaliados (que estavam
alterados antes do inicio do tratamento) para valores observados em animais saudaveis.
Noutra publicacdo, animais com linfoma em remissdo apresentaram hematdcritos e

contagens de linfécitos significativamente inferiores, bem como uma diminuicdo da maioria
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das suas subclasses (14 em 20), quando comparados com animais saudaveis (Gauthier et
al., 2005). Isto implica que tenha existido uma diminuicdo generalizada da producdo de
linfécitos. A diminuicdo dos linfécitos com fendtipo CD45RA+ (caracteristico de linfécitos
imaturos) e o aumento de linfécitos com fenétipo CD90 (que no cdo parecem incluir uma
maior propor¢cdo de linfécitos T maduros) sugere uma reducao preferencial de linfocitos
imaturos com poupanga das células de memodria. Assim, os autores concluiram que a
quimioterapia € responsavel por uma diminuicdo profunda na maioria das subclasses de
linfocitos e por um compromisso da regeneracdo linfocitaria. Contudo, esta diminuigédo deve
ser interpretada com cuidado, uma vez que este estudo foi realizado em caes em remisséo,
nao sendo conhecidos os valores iniciais (antes do inicio da terapéutica).

A auséncia de uma variagdo significativa do hemograma ao longo do tratamento
guimioterpico encontrada no presente estudo estd em concordancia com um trabalho de
2006, em que a administracdo isolada de doxorrubicina e a administragdo do protocolo
CHOP néo apresentaram um efeito imunodepressor significativo no sentido de induzir uma
diminuicdo sustentada nos numeros de linfocitos T CD4+ e CD8+ em cées. Apesar de o
CHOP ter induzido uma diminuicdo dos linfocitos B rapida e persistente, nenhum dos
protocolos parece ter diminuido significativamente a capacidade dos cdes montarem uma
resposta humoral a um novo antigénio, sugerindo novamente que os linfécitos B de memdaria
e os plasmadcitos possam ser refractarios aos efeitos dos protocolos de associacdo (Walter
et al., 2006). No que se refere aos linfécitos T, os resultados obtidos foram considerados
surpreendentes face as propriedades imunodepressoras da quimioterapia reportadas
(especialmente com protocolos de associacdo de farmacos). Contudo, os autores nédo
excluem a hipétese de existir uma alteracdo funcional dos linfocitos T, apesar de a
considerarem improvavel.

Lima (2011) concluiu que, no que se refere ao hemograma, apenas os valores de leucécitos
e eosindfilos poderdo ser infuenciados pela quimioterapia. No entanto, este estudo utilizou
uma amostra heterogénea e de pequenas dimensdes, nao permitindo a compara¢cado com 0s
resultados aqui apresentados.

Os paréametros do hemograma analisados variaram de forma diferente ao longo da duragéo
do estudo. Pela observacdo dos gréficos 1 a 6 verificamos que, no geral, o hematdcrito e o
namero de plaquetas aumentaram, enquanto os leucdcitos e suas populacdes diminuiram.
Contudo, esta andlise néo fornece informacgéo acerca dos valores obtidos entre a primeira e
a lltima colheita. Neste contexto, verificou-se uma oscilacdo de todos os parametros ao
longo do estudo que, ndo obstante, ndo se revelaram significativas relativamente aos
valores iniciais. Estas oscila¢cdes parecem reflectir os efeitos dos vérios farmacos utilizados
no protocolo CHOP, incluindo os respectivos graus de toxicidade sobre as células de divisao
rapida. Importa referir que, pelo facto de alguns dos animais estudados terem necessitado

de adiamentos nas sessdes programadas ou até da administracdo de L-asparaginase, as
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colheitas efectuadas néo tiveram correspondéncia directa com o farmaco administrado. Isto
impossibilita a avaliacdo dos efeitos individuais dos farmacos utilizados, ndo sendo este,
contudo, um dos objectivos propostos.

1.2. Correlacdo entre os parametros do hemograma

As correlagcdes encontradas entre os parametros do hemograma, quer de animais com
linfoma, quer de animais saudaveis nédo representam uma supresa, pois reflectem a relacéo
entre leucocitos e suas populagbes (neutréfilos, linfécitos e mondcitos). Apesar das
oscilacdes verificadas nestas células ao longo do tempo, a correlagdo entre elas foi mantida
em ambos 0s grupos. A Unica diferenca entre grupos € a correlacdo entre leucocitos e
linfécitos encontrada nos animais saudaveis e ausente em animais com linfoma. A
observacdo do grafico 6 permite verificar que os linfécitos dos animais doentes sofreram
uma grande variagdo, que ndo acompanhou os valores de leucdcitos.

Os neutrofilos sdo a populacdo de leucocitos mais abundante no sangue dos cées, o que
explica as fortes correlagbes encontradas entre estes dois parametros, em ambos 0s

grupos.

1.3. Influéncia do linfoma no hemograma

O desenvolvimento de linfopénia em pacientes oncologicos humanos € clinicamente
relevante, sendo que a linfopénia antes do inicio da quimioterapia tem sido descrita como
um factor de prognéstico negativo, no que se refere a resposta a terapéutica. Apesar de
normalmente se assumir que cdes com neoplasias sao imunodeprimidos, os mecanismos
responsaveis pela linfopénia nestes pacientes ndo sdo conhecidos. Esta alteracdo pode
resultar de: (1) diminuicdo da producao de linfocitos, consequente a uma disfuncao timica;
(2) aumento da destrui¢éo dos linfocitos periféricos; (3) linfélise como consequéncia de uma
producao de cortisol aumentada (Walter et al., 2006).

Com o obectivo de identificar o efeito do linfoma no hemograma, os valores encontrados no
grupo oncolégico antes do inicio da quimioterapia (TO) foram comparados com os de
animais saudaveis. As plaquetas, leucdOcitos e suas populacdes (neutrdfilos, linfocitos e
mondacitos) foram superiores nos cdes com linfoma. Estes resultados sdo semelhantes aos
de outro estudo, onde se encontrou um numero elevado de leucdcitos no sangue periférico
de cées com linfoma (Winnicka et al., 2002). No presente trabalho, contudo, as diferencas
encontradas entre grupos nao foram significativas, pelo que o linfoma, per se, ndo parece
influenciar os valores obtidos. Assim, qualquer diferenca significativa encontrada nestes
parametros nas colheitas subsequentes deveria resultar do tratamento administrado. A
quimioterapia ndo parece, no entanto, influenciar significativamente estas variaveis ja que,
como referido anteriormente todas elas evoluiram de forma semelhante nos dois grupos.

Apenas o hematdécrito do grupo oncoldgico foi significativamente inferior ao dos animais
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saudaveis. Este resultado estd em conformidade com o facto de a anemia néo regenerativa
ser uma sindrome paraneoplasica tipica em casos de linfoma (Vail & Young, 2007; Vail,
2011). Assim, o hematdcrito parece ser mais influenciado pela neoplasia de base, do que
pelo seu tratamento. Outra alteracdo que poderia ter sido significativamente diferente entre
grupos seria 0 numero de neutréfilos. Também a linfocitose e a trombocitopénia ocorrem em
cédes com linfoma, embora numa pequena percentagem de casos (Vail, 2011). Contudo, a
pequena dimensdo da amostra em estudo pode ter ocultado a presenca de outras
diferencas significativas, para além do hematdcrito.

Num dos primeiros estudos realizados sobre a fungéo imunitéria em cdes com neoplasias
malignas, verificou-se uma resposta imunitaria (celular e humoral) marcadamente
comprometida, bem como uma diminuicdo da fungdo do SRE em cdes com linfoma
(Weiden, et al., 1974). No entanto, cdes com tumores sélidos apresentaram uma imunidade
humoral e fung&o do SRE intactas e uma diminuigéo parcial da imunidade celular. Em 2002,
Winnicka e seus colaboradores encontraram uma contagem de leucécitos e linfécitos B
significativamente superiores a de animais saudaveis, mas uma diminui¢do dos linfocitos T e
suas subclasses (CD4+ e CD8+). Walter et al. (2006) encontraram igualmente uma
diminuicdo significativa dos linfécitos e suas subclasses em animais com linfoma ou
osteossarcoma, quando comparados com um grupo controlo. A contagem de linfocitos B,
pelo contrario, ndo foi significativamente diferente entre os caes com neoplasias e os caes
saudaveis, mas 0s cdes com osteossarcoma apresentaram significativamente menos
linfécitos B que os cdes com linfoma. Embora com algumas diferencas relativamente a
caracterizacdo do sistema imunitarios de cdes com linfoma, todos estes estudos sugerem
gue a neoplasia de base pode ser responsavel pelo tipo e grau de imunodepressdo
existentes nestes pacientes. Neste trabalho, tal conclusdo apenas se parece verificar em
relacdo ao hematdcrito mas € necessario lembrar que a pequena dimensdo da amostra

pode nao ter permitido encontrar a verdadeira expressao dos resultados.

2. Deteccao de CPV nos leucdcitos, plasma e fezes

Apoés infeccdo pela via oronasal, o CPV multiplica-se em células de diviséo rapida do tecido
linféide, especialmente linfécitos e mondcitos. A destruicdo destes leucdcitos permite a
passagem do virus para a corrente sanguinea (virémia) (Stann, DiGiacomo, Giddens &
Evermann, 1984; Meunier, Cooper, Appel, Lanieu & Slauson, 1985a), enquanto a destruicdo
de outras células de divisdo rapida, como os enterécitos das criptas de Lieberkihn,
possibilita a excrecdo do virus nas fezes (Pollock, 1982). Assim, o CPV pode ser detectado
em leucdcitos (fase celular), no plasma (fase de virémia) e nas fezes (fase de excre¢éo).

O CPV foi identificado em todos os cdes de ambos os grupos, em pelo menos um tipo de
material biolégico e em pelo menos uma colheita. A observacdo da Tabela 8 permite

verificar a existéncia de oscilagbes na carga viral encontrada em cada material biolégico
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analisado ao longo do tempo, sugerindo que ndo ocorre um aumento ou diminuicdo
progressiva da mesma como consequéncia do tratamento quimioterapico. Apesar de se ter
verificado a presenca de CPV nos cdes com linfoma, os sinais clinicos por eles
apresentados correspondem na maioria dos casos a ligeiras alteragcdes que recuperaram
com a administragdo do tratamento adequado. Além disso, 0s sinais clinicos em causa séo
também caracteristicos do efeito toxico dos farmacos utilizados, nas células da medula
Ossea e no TGI.

Num estudo anterior verificou-se a presenca de CPV nos leucdcitos e plasma de 55,5% e
22,2% animais com neoplasias malignas, respectivamente. A presenca de CPV nas fezes
ndo foi encontrada em nenhum dos animais (Lima, 2011). No estudo mencionado a
presenca de CPV foi analisada através de PCR convencional, ndo tendo sido realizada a
sua quantificagdo. Contudo, os resultados do presente trabalho parecem estar de acordo
com o anterior, em que apenas um dos animais analisados apresentou sinais clinicos
possivelmente sugestivos de algum grau de imunodepresséo. Também no estudo citado, a
instituicdo de tratamento possibilitou a recuperacdo do estado clinico do animal em causa,

nao permitindo responsabilizar o CPV pelos sinais mencionados.

2.1. Variacdo da concentracdo de CPV nos leucécitos, plasma e fezes dos animais
dos grupos oncoldgico e controlo ao longo do tempo

A carga viral encontrada nos leucdcitos dos cées com linfoma néo diferiu significativamente
daquela encontrada no grupo controlo, apesar de ter sido superior em 3 colheitas (Grafico
9). Pelo contrério, foi identificada uma diferenca significativa entre a carga viral plasméatica e
fecal do grupo oncolégico e a carga viral plasmatica e fecal do grupo controlo (Graficos 10 e
11).
O efeito principal da variavel tempo nos dois grupos estudados apenas foi significativo para
o plasma e as fezes. No entanto, nos cdes com linfoma, a carga viral ndo variou
significativamente ao longo do estudo em nenhum dos trés materiais biol6gicos analisados.
Assim, tal como anteriormente mencionado para o hematécrito e os mondcitos, a variagdo
significativa encontrada para a carga viral do plasma e fezes nos dois grupos, deve-se a
uma variagao significativa destas variaveis no grupo controlo.
A andlise dos gréaficos 9 a 11 permite verificar a existéncia de um pico de carga viral em T1
no grupo controlo, que esta na origem desta variacao significativa ao longo do tempo. O pico
encontrado na carga viral leucocitaria e fecal deve-se a um Unico animal (animal Q e animal
I, respectivamente). Contrariamente, o pico de carga viral plasmatica deve-se aos animais
M, N, O, P e Q (Anexo VI: Tabela 17). Apesar de todos os animais estudados apresentaram
elevado acesso ao exterior, a exposicdo a possiveis fontes de infeccdo por CPV foi mais

dificil de controlar nos animais do grupo controlo, ja que este acesso era permanente em 6
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dos 8 animais. Além disso, deve ter-se em conta que a pequena dimenséo da amostra pode
ter impedido a diluicdo da influéncia destes outliers nos valores de p.

A carga viral leucocitéaria dos dois grupos ndo apresentou uma variacao significativamente
diferente ao longo do tempo, pelo que a quimioterapia ndo a parece influenciar. Pelo
contrério, a carga viral do plasma e das fezes evoluiu de forma diferente nos dois grupos, o
gue sugere a possibilidade de um efeito do tratamento quimioterapico nestas variaveis,
devendo porém ter-se em conta a existéncia de outliers no grupo controlo anteriormente
referida.

Tal como no hemograma, também a carga viral nos trés materiais biol6gicos estudados
apresentou oscilacées ao longo do estudo, embora néao significativamente diferentes dos
valores iniciais.

A tabela 17 (Anexo VI) mostra que o plasma foi o material onde mais frequentemente foi
detectada a presenca de CPV quer no grupo oncoldgico, quer no grupo controlo. De acordo
com a dindmica de infec¢do por CPV, a presenca de virémia pressupde a replicacdo do
virus nas células alvo. Contudo, o facto de o qPCR utilizado detectar a presenca de ADN
viral ndo permite saber se o0 virus estava ou ndo envolvido por Ac neutralizantes,
principalmente no que se refere a sua presenca no plasma e limen intestinal. A localizagéo
preferencial do virus no plasma destes individuos (individuos portadores) permite teorizar
sobre a possibilidade de o CPV, embora activo, ser mantido num estado de equilibrio
através da vigilancia do sistema imunitario do hospedeiro, nomeadamente através da acc¢éo
dos Ac neutralizantes. Estes tém um importante papel na limitagdo da infeccdo de outras
células, impedindo o desenvolvimento de doenca clinica. Contudo, esta hiptese deve ser
considerada cuidadosamente, uma vez que a pequena dimensdo da amostra ndao permite

conclusdes definitivas.

2.2. Correlacéo entre a concentracdo de CPV nos leucdcitos, plasma e fezes

Nos animais saudaveis foram encontradas correlacdes moderadas entre a carga viral
dectectada nos trés materiais biol6gicos estudados (Gréfico 12), o que parece refletir a
dindmica de infeccdo do CPV. Por exemplo, quando o CPV é detectado no plasma é de
esperar que também seja encontrado nos leucdcitos, uma vez que a fase plasmatica da
virémia é consequéncia da destruicdo destas células. Da mesma forma, a presenca de CPV
nas fezes sucede a sua localizacdo nos enterdcitos (fase celular), pelo que é expectavel a
deteccdo de CPV também nos leucocitos.

Pelo contrério, ndo foi observada nenhuma correlacdo entre a deteccdo do virus nos trés
materiais biol6gicos nos cdes com linfoma. Estes resultados sugerem a possibilidade de a
guimioterapia ser responsavel por uma alteracdo do equilibrio observado em animais

portadores.
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2.3. Influéncia do linfoma na concentracdo de CPV nos leucdcitos, plasma e fezes

A carga viral leucocitaria e plasmética dos caes com linfoma foi superior a detectada nos
cdes saudaveis. Contrariamente, a carga viral das fezes do grupo oncoldgico foi inferior a do
grupo controlo (Gréfico 13). As diferengas encontradas entre grupos ndo foram, contudo,
significativas, pelo que o linfoma, per se, ndo parece influenciar os valores obtidos.

Tal como o mencionado para o hemograma, qualquer diferenca significativa encontrada
nestes parametros em colheitas subsequentes deveria resultar do tratamento
quimioterpico. Esta hipotese podera ser exluida relativamente a presenca de CPV nos
leucécitos dada a auséncia de variacdo significativa entre os dois grupos. Ja o efeito
significativo da interaccdo entre o grupo e o tempo observado na carga viral plasmatica e
fecal sugere um possivel papel da quimioterapia nestas varidveis, sem esquecer as

ressalvas a esta situagcdo mencionadas anteriormente.

2.4. Cargaviral: grupos oncoldgico e controlo vs grupo da parvovirose
A inclusdo de animais com diagnostico clinico de parvovirose pretendeu tracar um perfil de
positividade nestes animais e compara-lo com o perfil dos cdes do grupo oncoldgico e do
grupo controlo.
No gPCR, uma reaccéo positiva € detectada pela acumulagéo de fluorescéncia. O CT (cycle
threshold) corresponde ao nimero de ciclos necessarios para que essa fluorescéncia
ultrapasse o limiar de deteccdo. Assim, o CT é inversamente proporcional a quantidade de
acido nucleico alvo na amostra, ou seja, um &cido nucleico com maior concentracdo sera
detectado mais precocemente (CT inferior) do que um com baixa concentracdo, que sera
detectado mais tardiamente (CT superior) (Anexo VI: Figura 5).
No grupo de animais com parvovirose, o CPV detectado nos leucécitos, plasma e fezes
apresentou uma ordem de grandeza significativamente superior a dos outros grupos
(oncolégico e controlo) (Grafico 14). Este resultado traduz a diferenca entre animais com
doenca clinica e animais portadores. De facto, nem todos os animais exibem sinais clinicos
da doenca, existindo infec¢des subclinicas e animais portadores (Decaro et al., 2005c;
Berns & Parrish, 2007) que, embora assimptoméaticos, podem excretar o virus nas fezes
(Stann, et al., 1984). No presente estudo, todos os animais do grupo oncolégico e do grupo
controlo podem ser considerados portadores. A excrecdo esporadica de quantidades
residuais de CPV que estes animais apresentam ndo parece representar perigo de infeccéo
para animais imunodeprimidos, j& que os animais com linfoma e submetidos a quimioterapia
ndo evidenciaram sinais clinicos sugestivos de parvovirose.
Criangas com neoplasias excretam virus influenza por um periodo de tempo superior (=7
dias) ao de individuos imunocompetentes (2-5 dias), 0 que sugere que possam ser um
reservatdrio da doenca para outras criancas hospitalizadas no mesmo local (Téger, Zolezzi,

Folatre, Navarrete & Rojas, 2006). Este ndo parece ser o caso em relagdo ao CPV, pois a
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carga viral presente nas fezes dos cdes com linfoma foi inferior a dos cdes saudaveis
(Grafico 14). Contudo, nunca é demais lembrar que se trabalhou com uma amostra
pequena.

A deteccédo de quantidades residuais de CPV nos leucdcitos, plasma e fezes dos cdes com
linfoma e dos cdes saudaveis resulta da elevada sensibilidade do gPCR (Decaro et al.,
2005a), ndo representando risco biolégico para os animais. A sensibilidade superior do
gPCR relativamente ao PCR convencional também pode explicar o facto de, num trabalho

anterior (Lima, 2011), ndo ter sido observada excrec¢do do virus em nenhum animal.

3. Deteccao de anticorpos anti-CPV e influéncia do linfoma no respectivo titulo

No Homem, os estudos feitos até a data suportam a hipGtese de que o0s agentes
guimioterdpicos diminuem os titulos de Ac contra virus comuns (Alanko et al., 1992; Nilsson
et al., 2002; Reinhardt et al., 2003; Torben et al., 2004; Zignol et al., 2004), mas o significado
clinico destes resultados em pacientes oncoldgicos veterinarios € ainda pouco conhecido.
Em 2001, Henry e seus colaboradores verificaram uma diminuicdo do titulo de Ac anti-CPV
em 14%, uma manutencdo em 52% e um aumento em 33% dos animais submetidos a
guimioterapia para varias neoplasias. Em animais com linfoma, 0os mesmos autores
verificaram uma diminuicdo na percentagem de animais com titulo protector de Ac anti-CPV
no final do tratamento. Mais recentemente, verificou-se que o titulo de Ac contra o CPV
diminuiu em 11% dos animais, tendo-se mantido em 33% e aumentado em 56% dos casos
(Lima, 2001). Contudo, a técnica utilizada neste estudo ndo permitiu a deteccdo de Ac
protectores.

A prova gold standard para a deteccdo de Ac anti-CPV é IH. Esta prova baseia-se na
capacidade que o CPV tem de aglutinar eritrocitos de suino, fornecendo indicacdo sobre a
presenca de Ac plasmaticos especificos anti-CPV. Estes sao Ac neutralizantes que se ligam
ao virus para impedir a infeccdo de novas células, facilitar a destruicdo pelo sistema
imunitario e neste contexto, inibir a capacidade hemaglutinante do virus. O ELISA tradicional
ndo garante a deteccdo exclusiva de Ac protectores, incluindo Ac sinalizadores e
moduladores da resposta imunitaria que, apesar de serem igualmente especificos para o
CPV, ndo actuam directamente sobre ele. Apesar das evidentes vantagens, a IH € uma
técnica morosa e com maior grau de dificuldade técnica, pelo que ndo foi possivel, em
tempo util, utilizi-la neste trabalho. Assim, optou-se pela realizagdo de uma prova de ELISA
semi-quantitativa (TiterCHEK® CDV/CPV), cujos resultados apresentam correspondéncia
com a prova de IH (Litster, Pressler, Volpe & Dubovi, 2012). Contudo, o kit utilizado néo
permite avaliar a variagdo do titulo de Ac anti-CPV, pelo que né&o foi possivel comparéa-la
com os estudos anteriores.

Antes de iniciarem o tratamento, todos os animais do grupo oncolégico apresentavam titulos

de Ac anti-CPV superior ao nivel protector (=1:80), pelo que o linfoma per se nao parece
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influenciar esta variavel. Ao longo do tratamento apenas um dos animais submetidos a
quimioterapia (animal A) e um dos animais saudaveis (animal O) ndo mantiveram o titulo de
Ac protector (Anexo VII: Tabela 18). Ambas as diminuicdes ocorreram em T2, tendo os Ac
recuperado o titulo protector em T3. Estes resultados sugerem a ocorréncia de alguma
variagdo dos titulos de Ac durante os tratamentos antineopldsicos jA descrita noutros
estudos, embora sem diferencgas significativas entre o grupo submetido a quimioterapia e o
grupo de animais saudaveis. Poder-se-ia pensar que em T2 0s animais com titulo <1:80
estariam em perigo de desenvolver parvovirose. Contudo, apesar de ter sido detectado CPV
no plasma e fezes do animal A e no plasma do animal O, nenhum dos dois apresentou
sinais clinicos ou laboratoriais indicativos de parvovirose nos momentos em questéo. Nao sé
as diminuicdes observadas foram temporarias, como um titulo de Ac diminuido ou ausente
num cao vacinado ou previamente exposto ndo significa necessariamente que esta em
perigo. Os varios componentes do sistema imunitario funcionam de forma integrada e
interdependente, devendo ter-se em conta a presenca de outras linhas de defesa quer
inatas, quer adquiridas. De facto, a imunidade celular é muito importante na defesa do
organismo contra virus, ndo devendo o significado da diminuicdo dos Ac abaixo do titulo
protector ser sobrestimado (Reinhardt et al., 2003). O facto de o titulo de Ac ter atingido
niveis protectores na ultima colheita, sem que nenhum dos animais tenha sido vacinado
durante o estudo, sugere a possibilidade de estes animais terem contactado com o virus,
tendo, no entanto, mantido a capacidade de responder a esse contacto com uma resposta
imunitaria secundaria. Embora com algumas diferencas temporais, todos os animais do
grupo oncolégico e do grupo controlo estavam devidamente vacinados contra a parvovirose,
0 que implica o estabelecimento de uma resposta imunitaria primaria contra o CPV, com
manutencédo de células de memodria, percursoras das IgG detectadas. No grupo de animais
com diagndstico clinico de parvovirose, nenhum dos individuos estava vacinado. Como seria
de esperar, todos eles apresentaram um titulo de Ac inferior ao titulo considerado protector
(Anexo VII: Tabela 18), o que se deve ao facto de a prova de ELISA utilizada detectar IgG’s,
caracteristicas de uma resposta imunitaria secundaria.

Os resultados obtidos estdo de acordo com a maioria dos estudos realizados em cées
(Henry et al., 2001; Walter et al., 2006; Lima, 2011) em que se verificam varia¢gfes no titulo
de Ac anti-CPV como consequéncia da administracdo de farmacos citotdxicos, mas em que
a imunidade previamente adquirida através de vacinagdo ou exposi¢cao natural ndo parece
ser significativamente comprometida pelo referido tratamento, sendo igualmente mantida a
capacidade de montar uma resposta humoral a uma exposicdo ou revacinacao.
Relativamente ao papel do linfoma na manutencéo dos titulos de Ac anti-CPV, os presentes
resultados sdo contrarios aos encontrados por Weiden et al (1974), onde a resposta humoral
e os titulos de IgG de caes com linfoma eram significativamente inferiores aos de animais

saudaveis. Contudo, estudos mais recentes e com delineamento experimental mais proximo
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do que aqui se expBe suportam a teoria de que o linfoma ndo parece ter influéncia neste
parametro dada a auséncia de diferencas significativas entre os titulos iniciais de animais

com linfoma e os titulos de animais saudaveis (Henry et al., 2001; Lima, 2011).

4. Consideracdes finais e perspectivas futuras

O tratamento do linfoma resulta frequentemente em linfopénia, embora ndo se saiba se esta
alteracdo se deve a uma reducdo generalizada dos linfocitos, ou a uma diminuigdo
especifica por alteracdo do perfil de linfocitos circulantes. No delineamento experimental
deste trabalho, ndo foi possivel incluir a avaliagdo do niumero de linfécitos B, linfocitos T e
respectivas subclasses, pelo que as Unicas indicacfes obtidas acerca da imunidade
adquirida foram o nimero de linfécitos (avaliado através do hemograma) e a seroconversao.
O protocolo CHOP é também conhecido por induzir neutropénia, deprimindo assim a
imunidade fagocitaria inata.

Esquematicamente, os resultados obtidos neste estudo sugerem que, dos parametros
analisados, apenas o hematdcrito parece ser influenciado mais pelo linfoma do que pelo
protocolo quimioterapico CHOP. Pelo contrério, o linfoma n&o parece ter influéncia na carga
viral presente no plasma e fezes dos animais, que apenas parecem ter sido influenciados
pela quimioterapia. Finalmente, o niUmero de plaquetas, leucécitos, neutrdéfilos, linfocitos e
monacitos, bem como a carga viral leucocitaria e o titulo de Ac anti-CPV ndo parecem ser
influenciados nem pelo linfoma de base, nem pelo seu tratamento.

O facto de néo se ter observado uma alteracao significativa do numero de leucécitos e suas
populagbes como consequéncia da quimioterapia pode resultar do cronograma adoptado.
As colheitas foram realizadas imediatamente antes de cada sessdo, momento em que a
maioria dos valores podia ja ter recuperado. De facto, os protocolos de associacao de
farmacos sdo normalmente desenhados de forma a permitir a recuperacéo da medula éssea
(Lana & Dobson, 2011).

Assim, e contrariamente ao que se poderia pensar, ndo foram observadas evidéncias de
uma diminuicdo da resposta imunitaria quer no momento de admissao, quer apés dois ciclos
de quimioterapia. Embora as respostas imunitarias apos vacinacdo ndo tenham sido
avaliadas neste estudo, os dados obtidos sugerem que a imunidade estabelecida através de
vacinacao prévia (pelo menos no que refere ao CPV) néo € significativamente comprometida
com o protocolo estudado. Seria entdo importante o seguimento dos animais a longo prazo
(pelo menos até ao final do protocolo), associado a avaliacdo da resposta imunitaria pds-
vacinal de forma a confirmar o referido anteriormente e permitir o delineamento de
protocolos vacinais adequados a estes pacientes. Contudo, ndo so limitacdes de ordem
temporal e orcamental impossibilitaram o seguimento dos animais para além dos dois

meses de tratamento, como a elevada mortalidade associada a este tipo de neoplasias
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tornariam dificil esse seguimento e avaliacdo da resposta vacinal pés-quimioterapia (neste
estudo, apenas metade dos animais completaram o protocolo CHOP).

A controvérsia presente nos estudos realizados em caes com neoplasias malignas até a
data é reforcada pelo presente trabalho. Isto é, a analise dos resultados obtidos corrobora
os achados de uns e contraria os achados de outros (na comparacdo com alguns estudos
mencionados é até possivel encontrar resultados semelhantes e resultados contrarios,
dependendo da situagdo e parametro analisados). De uma maneira geral, os resultados
obtidos reforcam a ideia de que, ao contrario do que se passa em medicina humana, nao é
claro que a imunodepresséo seja uma consequéncia directa de neoplasias hematopoiéticas
e/ou seus tratamentos em caes. Assim, esta tematica continuara a beneficiar de maior
investigacao.

Embora se tenham verificado, em algumas colheitas, aumentos na concentragdo de CPV
nos trés materiais bioldgicos estudados (leucécitos, plasma e fezes), estes fizeram parte de
um quadro de oscilagbes e ndo de um aumento progressivo e sustentado. Nos animais
saudaveis, a carga viral presente nos leucécitos variou da mesma forma. Apesar de o
mesmo nao se ter verificado em relagéo a carga viral plasmética e fecal, importa lembrar o
papel dos outliers e da pequena dimensédo da amostra nesta situagdo. Assim, esta diferenca
ndo deve ser sobrestimada, pelo que o perfil de localizacdo e carga do CPV nos animais
submetidos a quimioterapia pode ser considerado semelhante ao dos animais saudaveis.
Além disso, como exposto anteriormente, trata-se de quantificagcbes infimas
(comparativamente a animais com doencga clinica) e aparentemente aleatérias, sem risco
biol6gico para os animais em causa. Esta concluséo é reforcada pelo facto de o titulo de Ac
anti-CPV se ter mantido acima do nivel protector em 87,5% dos animais durante a totalidade
do estudo quer no grupo de animais submetidos ao protocolo CHOP, quer no grupo de
animais saudaveis. Neste contexto, apesar de ter sido utilizada uma prova de ELISA com
correspondéncia com a IH, a titulacdo dos Ac encontrados ter-se-ia revelado informativa
pela possibilidade de avaliar o tipo de variagdo existente ao longo do tratamento. Os sinais
clinicos e laboratoriais apresentados por alguns animais, que poderiam ser da
responsabilidade do CPV, sdo provavelmente causados pelos efeitos toxicos dos farmacos
citotoxicos (mielodepressédo e toxicidade Gl), j& que foram controlados e revertidos pela
administracdo de tratamento adequado. O vomito e inapeténcia apresentados pelo animal E
podem também ter-se devido ao envolvimento intestinal pelo préprio linfoma.

A pequena dimensdo da amostra estudada sugere que estes resultados deveriam ser
confirmados num estudo mais extenso. Como referido anteriormente, seria também
vantajoso determinar o efeito do linfoma e respectivo tratamento na imunidade celular,
através da avaliagdo do numero de linfécitos B, linfocitos T e suas subclasses (ex: CD4 e
CD8). Além disso, considerando a diferenca evidente entre numero e funcdo, seria

importante estudar outros aspectos da fun¢cdo imunitéria, incluindo a determinacdo directa
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das respostas celulares (como a funcédo das células NK ou a producado de IL-2) e inatas
(como a funcéo de neutréfilos e mondcitos) durante a quimioterapia.

Numa perspectiva epidemiologica, a caracterizagdo do CPV encontrado nestes animais
permitiria ainda perceber se se tratava da estirpe vacinal (CPV-2) ou de estirpes selvagens
(CPV-2a, CPV-2b e CPV-2c).

A utilizagdo do CPV como modelo viral neste trabalho deveu-se a elevada prevaléncia e
facilidade de deteccao/monitorizagdo. De facto, os animais incluidos neste estudo tiveram a
possibilidade de contactar com o virus quer no seu habitat, quer durante as suas visitas ao
hospital. Este trabalho pode servir de base para o estudo, a nivel nacional ou internacional,
de outros virus potencialmente mais perigosos e/ou clinicamente mais relevantes, como o
herpesvirus canino, o virus da esgana e o virus da raiva.

Finalmente, o linfoma foi escolhido para este estudo pelo facto de ser uma neoplasia
hematopoiética linfoproliferativa, com elevada incidéncia e potencial imunodepressor. A
avaliacdo do sistema imunitario em cdes com outros tipos de neoplasia também se podera
revelar informativa, particularmente no caso de neoplasias como o mieloma mdultiplo ou o

mastocitoma, produtoras de substancias imunomodeladoras.
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VI. CONCLUSAO

A informacdo retirada de medicina humana, associada a uma crescente utilizagdo e
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas em pacientes oncologicos veterinarios,
torna imperativo um melhor conhecimento do impacto da quimioterapia nas respostas
humorais e celulares.

Contrariamente ao que se poderia pensar, ndo houve evidéncia de uma diminuicdo da
resposta imunitaria em animais com linfoma e/ou submetidos ao protocolo de associacao de
farmacos CHOP quer no momento de admissdo, quer ap6s dois ciclos de quimioterapia.
Adicionalmente, os resultados obtidos indicam que a imunidade previamente estabelecida
através de vacinacdo contra o CPV nao foi significativamente comprometida, tendo os
animais mantido os titulos de Ac vacinais capazes de responder a uma possivel exposi¢cédo
natural. Assim, embora ndo tenham sido realizados estudos directos de resposta humoral
através da vacinagdo dos animais, estes resultados sugerem que a adiministragdo de
guimioterapia ndo impede a administracdo de vacinas. Isto é particularmente relevante se
considerarmos o papel das vacinas anti-tumorais como terapéutica adjuvante da
quimioterapia.

Embora o CPV tenha sido detectado nos leucdcitos, plasma e fezes de todos os animais,
pelo menos uma vez ao longo do periodo de colheitas, ndo se verificou um aumento ou
diminui¢cdo progressiva que fizesse considerar um efeito directo e definitivo do tratamento
quimioterapico. Além disso, o perfil de localizagdo e carga do CPV nos animais submetidos
a quimioterapia foi considerado semelhante ao dos animais saudaveis. Assim se depreende
que o protocolo estudado ndo parece representar perigo de reactivagcdo de parvovirose,
reforcado pelas deteccbes residuais encontradas nos grupos oncolégico e controlo
contrastantes com as elevadas quantificagées nos cées com infecgéo por CPV.

De uma maneira geral, e aliado a pequena quantidade de casos reportados de infeccdes
oportunistas em pacientes oncoldgicos veterinarios, fica entdo reforcada a ideia de que a
imunodepressdo como consequéncia de neoplasias hematopoiéticas e seus tratamentos em
cdes ndo deve ser considerada uma realidade definitiva, sendo necessaria mais

investigacdo sobre o tema.
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VIIl. ANEXOS






ANEXO | — Conversao de peso vivo em &rea de superficie corporal

Tabela 10: Converséo de peso vivo em area de superficie corporal (ASC) em cées e gatos
(adaptado de Chun, et al., 2007)

Peso ASC Peso ASC Peso ASC Peso ASC Peso ASC
(kg) (m?) (kg) (m?) (kg) (m?) (k) (m?) (kg) (m?)
1,0 0,101 11,0 0,500 21,0 0,769 31,0 0,997 41,0 1,201

2,0 0,160 12,0 0,529 22,0 0,785 32,0 1,018 42,0 1,220

3,0 0,210 13,0 0,553 23,0 0,817 33,0 1,029 43,0 1,240

4,0 0,255 14,0 0,581 24,0 0,840 34,0 1,060 44,0 1,259

5,0 0,295 15,0 0,608 25,0 0,864 35,0 1,081 45,0 1,278

o 6,0 0,333 16,0 0,641 26,0 0,886 36,0 1,101 46,0 1,297

7,0 0,370 17,0 0,668 27,0 0,909 37,0 1,121 47,0 1,302

8,0 0,404 18,0 0,694 28,0 0,931 38,0 1,142 48,0 1,334

9,0 0,437 19,0 0,719 29,0 0,953 39,0 1,162 49,0 1,352

10,0 0,469 20,0 0,744 30,0 0,975 40,0 1,181 50,0 1,371

Peso ASC Peso ASC Peso ASC Peso ASC Peso ASC
(kg) (m?) (kg) (m?) (kg) (m?) (kg) (m?) (kg) (m?)

0,2 0,034 2,2 0,169 4,2 0,260 6,2 0,337 8,2 0,407
0,4 0,054 2,4 0,179 4,4 0,269 6,4 0,345 8,4 0,413
0,6 0,071 2,6 0,189 4,6 0,277 6,6 0,352 8,6 0,420
0,8 0,086 2,8 0,199 4,8 0,285 6,8 0,360 8,8 0,426
o 1,0 0,100 3,0 0,208 5,0 0,292 7,0 0,366 9,0 0,433
g 12 0,113 3,2 0,217 52 0,300 7,2 0,373 9,2 0,439
14 0,125 3,4 0,226 54 0,307 7,4 0,380 9,4 0,445
1,6 0,137 3,6 0,235 5,6 0,315 7,6 0,387 9,6 0,452
1,8 0,148 3,8 0,244 58 0,323 7,8 0,393 9,8 0,458
2,0 0,159 4,0 0,252 6,0 0,330 8,0 0,400 10,0 0,464
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ANEXO Il - Classificagdo anatomica do linfoma canino

Tabela 11: Caracteristicas clinicas do linfoma canino em varias localizacbes anatdmicas

(adaptado de Vail & Young, 2007)

Localizac&o

P Sinais Clinicos
Anatémica

Diagnostico Diagnostico Diferencial

Linfadenopatia indolor;

Sinais inespecificos (20-40%
dos casos): letargia, perda de

peso, anorexia;
Espleno e hepatomegalia.

Multicéntrico Possivel envolvimento da

Infeccdes disseminadas (ex.:
bactérias, virus, riketsias,
parasitas, fungos);
Doengas imunomediadas (ex.:
dermatopatias, vasculites,

Biopsia do linfonodo
afectado (PAAF ou

. intracirdrgica); poliartrites, lupus);
0,
(80%) medula 6ssea. Metastizac¢éo nos linfonodos;
Sindromes paraneoplasicas: Estadiamento Outros tumores hematopoiéticos
anemia tré)mbocitop énia e : (ex.: leucemia, mieloma multiplo,
neutrc;pénia PU/IED se histiocitose maligna ou
hipercalcémia; sistémica).
Sinais Gl inespecificos
(vémito, diarreia, perda de Exames imagiologicos
peso, panhipoproteinémia e abdominais
ma absor¢éo); (radiografia, ecografia). Enterites primérias ou
Alimentar Massa abdominal ou Biopsia (PAAF secundarias;
(7%) espessamento das ansas ecoguiada, por Enterite infiltrativa (linfocitica e
intestinaveis (que podem ser endoscopia, ou plasmocitica);
palpaveis); cirirgica). Outros tumores Gl.
Possivel envolvimento dos
linfonodos mesentéricos, bago Estadiamento
e figado.
E normalmente generalizado.
AlteragOes inespecificas da
pele. Pode haver progresséo
de alopécia com descamacéo e A
X M Biopsia cutéanea de . e
para hipertrofia eritematosa e multiolos locais Dermatite infecciosa;
Cutéaneo ulcerativa ou ainda lesdes tipo fp tad Dermatite imunomediada (ex.:
(6%) placa. aectados.

Cerca de metade dos casos
apresentam prurido.
Pode envolver a mucosa oral,
linfonodos, baco, figado e
medula 6ssea.

penfigus);

. Outros tumores cuténeos.
Estadiamento

Dispneia/taquipneia devido a
efus@o pleural ou & propria
massa,; intoleréncia ao

Radiografia toracica;

Qutros tumores (ex.: timoma,

exercicio e possivel Bidpsia (PAAF quemodectoma, carcinoma da
regurgitacéo; ecoguiada ou tiréide, carcinomatose pleural);
Mediastinico  Sindrome da veia cava (edema cirtrgica); Doengas infecciosas (doenga
(4%) da face, pescogo e membros Andlise da efuséo granulomatosa, piotorax);
anteriores); pleural se presente. Insuficiéncia cardiaca
Aumento dos linfonodos congestiva;
cranio-mediastinicos e/ou timo; Estadiamento Quilotérax; Hemotérax.
Sindromes paraneoplésicas:
PU/PD se hipercalcémia.
Dependentes do local. . P
Exames imagioldgicos
Linfoma do SNC: convulsdes, dplloc_al_ afeptado.
g . Bidpsia: tecido ou z
Extranodal paralisias e parésias ) Variavel, dependentes do local
. e ~ fluido do local
(3%) Linfoma ocular: infiltracéo e

espessamento da iris, uveite,
hipopion, hifema, sinéquia
posterior e glaucoma.

afectado. afectado.

Estadiamento

PAAF — Puncdo aspirativa por agulha fina; Gl — Gastrointestinal; SNC — Sistema nervoso central

PU — Politrria; PD - Polidipsia
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ANEXO Ill - Farmacos antineoplésicos mais utilizados no tratamento do linfoma canino

Tabela 12: Farmacos antineoplasicos mais utilizados no tratamento do linfoma canino: mecanismo

de accdo, toxicidade e indicacbes (adaptado de Chun, et al., 2007; Lana & Dobson, 2011)

Mecanismo a Farmacocinética / = - . .
Grupo p Farmaco L Dose (cé@o Toxicidade Indicacdes
P de acgéo Farmacodinéamica () ¢
200-300 Depressao da medula Varios
@ mg/m?, cada 3 6ssea (neutropénia,
© A L protocolos de
k= Activagédo e semanas. Dose  trombocitopénia) com ass0Ciaco para
2 . . metabolizacdo no total nadir aproximadamente i caop
<] Ciclofosfamida . . ~ . s p linfomas,
3 figado; excrecédo administrada aos 7 dias; possivel ;
o renal durante um toxicidade GlI, alopécia leucemias,
> ’ . - P sarcomas e
periodo de 3-4 e cistite hemorragica )
74 ) . carcinomas.
< dias. estéril.
2 ...........................................................................................................................................................................................
2 Bem tolerado. Possivel Linfoma,
L ” toxici I ligeir, | mi
8 Activagio e Variavel: oxicidade Gl ligeira, eucemia
s depresséo da medula linfocitica
.3 . metabolizagdo no 0,1 mg/kg ou ! P
= 8 Clorambucilo . ~ > 6ssea (2-3 semanas cronica,
8 2 figado. Excrecéo 2-8 mg/m* q24- . - o\ )
S £ " apos administragao); mieloma
R renal e biliar. 48h. - P
S © toxicidade cerebelar e multiplo,
" % 'g alopécia raras. mastocitoma.
4] = OO
g oS z
s S3 350-375 mg/m
= = IV, cada 3 - -
5 2= ' istite hemorragi -
o 8o . PN semanas, Cs,g emorragica Varios tumores
S == Ifosfamida Excrec¢&o urinéria. estéril, depresséo da O
Pt g2 acompanhada medula 6ssea (ex.: linfoma).
Q de '
- 0 o . .
S 8 = fluidoterapia.
2} % E) ...........................................................................................................................................................................................
S E Lipofilica — boa x Linfoma
o > 5 Depresséo da medula )
3o penetracéo no 60-90 ma/m? - ivel (especialmente
o O ) SNC -5 mgim ossea (possive cuténeo), e
"Zfs g Lomustina Meta.bolizagéo PO, cada 3 mielodepressdo aguda mastocitc’)ma
o o = semanas. aos 7-10 dias). N
o hepética e excrecéo Hepatotoxici d)a de Neoplasias
2 urinaria. P : cerebrais.
g 200 2
mg/mIVv
% lento, g24h, 5
< dias, cada 3
- ’ Depressa medul
3 Metabolizacéo e semanas; ou ésespegs\slg%ﬁg e edula Protocolos de
< Dacarbazina excregao renais e 1000 mg/m? IV alopééia Accio resgate para
g biliares. lento num - - ACC linfoma.
o} periodo de 4h vesicante.
< cada 3
semanas.
Varios
=~ protocolos de
g2 »  Vesicante. Possivel associagdo de
o 3 0,5-0,75 mg/m . o )
B ® g v alopécia, toxicidade GI.  farmacos para
=S ’ Raramente neur i linfom
2 £ o semanalmente aramente neuropatia oma,
s g% ou como parte periférica. leucemias,
-g % %’_ g Vincristina Excrecao biliar. de um ciclo de A mielodepresséo € sarcomas e
@ S o g um protocolo considerada minima, mastocitomas.
g |88 = - de (fssociagéo podendo ocorrer se em  Tumor venéreo
> o 3 8 8 . associa¢cdo com outros transmissivel.
0 n 8 2 = de farmacos. . b
] 8 S 8 o farmacos. Maneio de
3 o 2 E ° trombocitopénia
—_ T O . H
< o E Q imunomediada.
° o 2
< K = S
o © 8 Mielodepressédo com
® o © 2 mg/m? 1V, 'odep -
Q@ O - nadir aos 4-9 dias,
(7RSS Metabolizacéo semanalmente . - .
w g o ) . . ~ alopécia, toxicidade Gl Mastocitoma e
=y g Vimblastina hepética e excrecdo  ou de acordo
S

biliar.

com protocolos
especificos.

ligeira. Acgao vesicante.

Possivel
neurotoxicidade.

linfoma.
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Tabela 12: (Continuacgéo)

Grupo M;gzr;:;sggo Farmaco Ez:mgggg:ggﬂﬁg Dose (cao) Toxicidade Indicagcdes
5 & 0,6-0,8 m.g/kg Possivel toxicidade
a o ) p IV ou PO; 2,5 P
G o I’nl_be a’s_lntese de mg/m2 PO IV G_I (vo_mlto, ) Protoqolos de
= 9 £ v acido félico. M. SC 2'4h_' diarreia, anorexia), associacao de
S35 @8 Metabolizacao » 9%, Q28T mielodepresséo farmacos para
83 2 £ Metotrexato parcial pela flora Gl ou integrando com nadir aos 6-9 linfoma
o < E 2 e pelo figado. um proto<_:o|(3 dias, alopécia sertoliné)mase
3 288 8 Excrecéo renal de associagao nefr(’)e ’ osteossarcomas
= 8 % i = ¢ . de farmacos hepatotoxicidade .
2 S« 2 ¢ especifico. P :
g § g g ST OSSPSR
£ 5 88 5 100 mg/m? IV
& S g gy ) infus&o .
< 3 5 g ‘§ _ . An_ak_)g_o das contlnua, g24h, N Llnfom_a
£ 8 O g Citarabina pirimidinas, que 3-4 dias; 150 Toxicidade Gl, (especialmente
Eé_ c 2 " (citosina inibe a sintese de mg/m? SC alopécia e com envolvimento
a g “5’” S arabinosida) ADN. Excrecéo gl2h, 2 digs ou  mielodepresséo. do SNC) e
= § urinaria. 600 mg/m~ IV leucemias.
g2 s ou SC
- ” semanalmente.
Mielodepresséo
com nadir aos 7-10
dias. Alopécia, Variadas.
o 30 mg/im? v, toxipidade Gl Linfome_ls,
Metabolizacao cada 2-3 (colite leucemias,
Doxorrubicina hepética e excregéo hemorragica), osteossarcomas,
biliar. ﬁe.rgat”as' com reacgdes hemangiossarcomas,
uidoterapia. alérgicas. Accéo adenocarcinomas
vesicante. Possivel ~ mamarios.
toxicidade
cardiaca e renal.
Farmaco de
Mielodepressdo resgate em

Antibiéticos antineoplasicos (antraciclinas)

Nao especifico de fase do ciclo celular
Integram o ADN, prevenindo a sua sintese e a sintese de ARN

Mitoxantrona

Dactinomicina
(actinomicina D)

Hidroxicarbamida
(hidroxiureia)

Prednisona /
Prednisolona

L-asparaginase

Inibicao da
topoisomerase Il.
Metabolizacéo
hepética. Excrecao
biliar e urinaria.

Excrecao biliar e
renal.

Inibe a converséo
de ribonucleétidos
em
desoxiribonucledtidos.
Especifica da fase
S. Metabolizacdo
hepética e excregao
urinaria.

Inibicdo da sintese
de ADN.
Metabolizacéo
hepética.

Enzima bacteriana
gue degrada a
asparaginase,
necessaria a
sintese proteica
pelas células
tumorais.

5,5 mg/m? 1V,
cada 3
semanas, com
fluidoterapia.

0,5-0,9 mg/m?
1V, cada 2-3
semanas, com
fluidoterapia.

50 mg/kg PO
g24h.

Variavel.
Geralmente 1-2
mg/kg q24h.

400 Ul/kg IM ou
SC; dose
maxima: 10000
Ul/m? IM ou
SC.

com nadir aos 7-10
dias. Possivel
toxicidade Gl
ligeira, alopécia.
Ligeira accéo
vesicante.

Mielodepressao
com nadir aos 7-10
dias, alopécia.
Rara toxicidade GlI.
Accao vesicante.

Mielodepresséo e
toxicidade Gl.

Hiperadrenocorticismo
iatrogénico, PU,
PD,
hepatomegélia,
alopécia, Ulceras
Gl.

Anafilaxia se
doses repetidas.
Mielodepresséo,
pancreatite e CID
raras.

linfoma, ou como
substituto da
doxorrubicina.
Carcinoma das
células de
transicéo e das
células escamosas.

Farmaco de
resgate em linfoma
ou como substituto
da doxorrubicina.

Policitémia vera e
leucemias.

Linfomas,
mastocitoma e
leucemias.

Varios protocolos
de associacao de
farmacos para
linfoma.

ADN - Acido desoxirribonucleico; ARN - Acido ribonucleico; SNC - Sistema nervoso central; Gl - Gastrointestinal; PU - Politria; PD - Polidipsia;

mg - miligrama; m? - metro quadrado; kg - kilograma; gxh - quaque x hour (uma vez a cada x horas); Ul - Unidades internacionais

IV - Intravenoso; PO - per os (via oral); IM - Intramuscular; SC - Subcutaneo; CID - Coagulagéo intravascular disseminada
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ANEXO IV — Caracteristicas do grupo oncoldgico, do grupo controlo e do grupo de

animais com parvovirose

Tabela 13: Caracteristicas do grupo oncolégico

Idade CHOP Datainicio  Ultima vacinagdo
Animal Nome Género Raca
(anos) (19/25) CHOP CPV
A Cuca 9 F Pastor A. 25 5.4.2012 18.6.2011
B Boris® 11 M Pastor A. 25 12.4.2012 30.3.2009
C Max* 6 M Golden R. 25 8.5.2012 21.12.2011
D Lucky 9 M Pastor A. 25 19.6.2012 26.4.2012
E Okapi® 6 F Dobermann 25 6.7.2012 10.10.2011
F Sebastigo™? 8 M Labrador R. 19 9.7.2012 8.6.2012
G Nicky 8 F Pastor A. 19 23.7.2012 2.3.2012
H Salvador 6 M Boxer 19 31.7.2012 12.8.2011
" Estes animais faleceram apés o periodo de colheitas.
% Este animal contraiu uma infecgao por CPV em cachorro.
Tabela 14: Caracteristicas do grupo controlo
Animal Nome Idade Género Raca Data inicio Ultima vacinagéo
(anos) Colheitas CPV
| Charlie 8 M Labrador R. 12.7.2012 21.12.2010
J Khyara 5 F Dobermann 16.7.2012 29.4.2010
L Patek 6 M Golden R. 1.8.2012 31.8.2011
M D. Ruan 3 M Boxer 3.8.2012 1.7.2011
N Rola 7 F Pastor A. 6.8.2012 27.9.2011
(0] Fluffy 8 F Pastor A. 6.8.2012 14.10.2011
P Spot 11 M Pastor A. 6.8.2012 1.8.2010
Q Tico 9 M Pastor A. 6.8.2012 11.10.2011

Tabela 15: Caracteristicas do grupo de animais com parvovirose

Animal Nome Idade (meses) Género Raca Estado Vacinal
1 Janinha 9 F Indeterminada N&o vacinado
2 Ritinha 4 F Indeterminada N&o vacinado
3 Saké 10 M Bull Terrier N&o vacinado
4 Golias* 2,5 M Déalmata Nao vacinado
5 Pintas 25 M Dalmata N&o vacinado
6 Bobby" 2,5 M Dalmata N&o vacinado
7 Pitucha® 2,5 F Déalmata Nao vacinado
8 Zappa 2,5 M Dalmata N&o vacinado

! Estes animais faleceram no decurso da infeccéo por CPV.
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ANEXO V — Hemogramas dos animais estudados

Tabela 16: Hemogramas dos animais dos grupos oncolégico e controlo, ao longo do tempo

Grupo Animal Colheita GV Hb Htc VCM HCM CHCM Plaqts Leuc nNgg; Neut Seg Linf Mon Eosin Bas
TO 553 12,60 38,80 70,20 22,70 32,40 39500 9,04 0,00 8136,00 723,00 181,00 0,00 0,00

A T1 5,03 11,70 35,10 69,80 23,30 33,40 351,00 24,70 0,00 20995,00 3211,00 494,00 0,00 0,00

T2 532 1250 36,80 69,20 2350 3390 534,00 11,50 0,00 8625,00 1840,00 920,00 115,00 0,00

T3 4,94 11,80 33,70 68,20 23,80 3500 162,000 5,17 0,00 4239,00 672,00 259,00 0,00 0,00

TO 4,46 10,90 32,40 72,60 24,40 33,60 48,80" 9,10 0,00 6825,00 910,00 1365,00 0,00 0,00

B T1 4,17 9,68 30,20 72,50 23,20 32,00 518,00 51,30 0,00 46170,00 1026,00 4104,00 0,00 0,00

T2 473 12,00 3460 73,00 2530 34,60 577,00 988 0,00 6224,00 3063,00 494,00 99,00 0,00

T3 534 13,20 38,00 71,20 24,60 34,60 412,00 4,19 0,00 2556,00 1257,00 293,00 84,00 0,00

TO 5,78 13,70 40,40 70,00 23,70 33,90 172,00° 12,30 0,00 8241,00 3321,00 738,00 0,00 0,00

c T1 497 1220 36,70 73,70 24,60 3340 306,00 23,80 0,00 2046800 1666,00 1666,00 0,00 0,00

T2 526 1280 3790 72,10 2440 33,90 34500 10,60 0,00 6360,00 3604,00 636,00 0,00 0,00

T3 4,97 1200 3560 71,80 2420 33,80 226,00 5,32 0,00 2873,00 1915,00 532,00 0,00 0,00

TO 7,03 1590 46,00 6540 2260 34,50 299,00 16,40 0,00 10004,00 4592,00 1476,00 328,00 0,00

b T1 585 1340 3850 6580 2290 34,90 230,00 17,60 0,00 16192,00 528,00 880,00 0,00 0,00

T2 520 11,70 3390 6520 2250 34,50 434,00 21,50 0,00 11395,00 9460,00 645,00 0,00 0,00

.S T3 516 12,00 3450 66,90 2320 34,60 467,00 19,10 0,00 7831,00 9550,00 1146,00 573,00 0,00
‘§ TO 7,05 1540 4590 6510 2190 3360 347,00 26,555 0,00 22833,00 1062,00 2390,00 266,00 0,00
g £ T1 7,42 16,10 47,90 64,60 21,70 33,70 213,00 1340 0,00 10184,00 1742,00 1340,00 134,00 0,00
T2 6,78 1520 44,20 6520 22,40 34,40 398,00 1420 0,00 10792,00 1846,00 852,00 710,00 0,00

T3 7,27 1580 47,80 66,92 21,70 33,60 330,00 20,60 ND 18450,00 1000,00 280,00 100,00 0,00

TO 3,70 8,20 26,00 7251 2220 32,40 26500 4,62 ND 350,00 3200,00 850,00 0,00 0,01

E T1? 297 7,76 2320 78220 26,20 33,50 3,99 7,99 0,00 6392,00 1199,00 400,00 0,00 0,00

T2 448 1140 3463 76,60 2530 33,10 266,00 1390 0,00 11537,00 1529,00 834,00 0,00 0,00

T3 4,54 13,54 41,47 101,72 30,70 34,00 244,40 1,75 0,00 17952,57 1437,34 759,43 281,70 0,00

TO 4,71 1160 30,30 64,40 2460 3830 189,00 7,30 0,00 4526,00 2044,00 584,00 146,00 0,00

T1 4,08 9,00 31,00 76,00 22,10 29,00 499,00 9,38 0,00 6566,00 1219,00 1219,00 281,00 0,00

¢ T2 6,03 1757 54,83 10865 3160 3331 158,67 36,20 0,00 11196,89 1529,24 1739,15 41587 0,00

T3 588 12,70 4420 78,09 2160 30,24 72500 6,50 ND 3770,00 1600,00 350,00 480,00 0,00

TO 441 11,00 3400 7690 24,80 32,20 184,00° 29,40 0,00 23520,00 4410,00 1470,00 0,00 0,00

T1 4,15 1050 31,70 79,91 2540 33,84 562,00 13,20 ND 10050,00 1300,00 950,00 200,00 0,00

H T2 504 1230 37,80 7821 2430 3312 669,00 7,80 ND 4550,00 2200,00 150,00 680,00 0,00

T3 558 13,30 41,80 78,09 2380 3256 45500 11,20 ND 7060,00  2100,00 420,00  1250,00 0,00

TO 830 1860 5420 6530 22,40 3430 122,00' 12,40 0,00 10292,00 2480,00 868,00 0,00 0,00

| T1 7,43 17,00 4820 6480 2280 3520 19300 13,10 0,00 9956,00 2096,00 1048,00 0,00 0,00

T2 7,67 17,00 53,00 70,93 2220 329 161,00 10,50 ND 6670,00 2600,00 350,00 480,00 0,00

T3 7,78 1680 53,60 70,81 2150 32,16 16500 9,60 ND 5410,00 2600,00 350,00 870,00 0,00

TO 6,95 1550 4500 64,80 22,30 34,40 168,00 9,44 0,00 6136,00 2360,00 566,00 378,00 0,00

T1 7,09 1550 4560 6430 2190 34,00 164,00 9,04 0,00 5695,00 2260,00 633,00 452,00 0,00

J T2 6,66 1480 43,80 6580 2220 33,70 20500 9,39 0,00 6479,00 2254,00 376,00 282,00 0,00

T3 6,47 1390 43,00 67,89 2150 33,04 130,00 8,80 ND 5990,00 1800,00 280,00 480,00 0,00

TO 7,61 1800 52,20 68,60 2360 34,40 299,00 7,69 0,00 4768,00  1307,00 692,00 923,00 0,00

L T1 8,13 19,10 56,00 6880 2350 34,10 251,00 1050 0,00 6825,00 2625,00 630,00 420,00 0,00

T2 8,04 1870 5560 69,10 2320 3360 32200 7,14 0,00 4284,00 1999,00 357,00 500,00 0,00

T3 887 2040 62,10 72,14 2300 3352 198,00 6,80 ND 3390,00 2600,00 220,00 480,00 0,00

TO 7,25 16,70 48,00 66,30 2300 34,70 51,40" 10,40 0,00 8008,00 1248,00 832,00 312,00 0,00

M T1 7,18 16,50 47,20 6570 2300 3500 147,00° 11,90 0,00 9163,00  1428,00 1190,00 119,00 0,00

° T2 7,36 1650 48,90 67,89 2240 34,16 48,00 10,00 ND 6190,00 2600,00 420,00 480,00 0,10
g T3 7,81 17,60 49,70 64,37 2250 3544 91,00 7,30 ND 4450,00  2000,00 280,00 290,00 0,00
§ TO 6,33 1580 4560 72,00 2490 34,60 276,00 1550 0,00 11780,00 2480,00 930,00 775,00 0,00
N T1 6,15 1570 44,40 72,10 2550 3540 383,00 1580 0,00 12640,00 1422,00 1738,00 0,00 0,00

T2 6,79 16,70 51,70 79,43 2450 33,04 362,00 12,20 ND 7930,00 2600,00 420,00 770,00 0,10

T3 6,55 16,70 47,90 7591 2540 3504 496,00 11,50 ND 7440,00 2600,00 420,00 580,00 0,10

TO 7,10 16,40 46,70 6580 23,10 3500 20400 9,31 0,00 6703,00 1862,00 745,00 0,00 0,00

T1 7,17 1660 47,30 66,00 2320 3520 21800 12,30 0,00 8241,00 3198,00 861,00 0,00 0,00

° T2 7,27 16,30 49,70 70,20 22,40 33,44 23400 11,40 ND 7150,00  2900,00 420,00 480,00 0,10

T3 7,99 1790 52,70 67,29 2240 34,32 326,00 11,30 ND 6960,00 3100,00 350,00 480,00 0,00

TO 845 19,40 5580 66,10 23,00 34,70 126,00 843 0,00 5817,00 2108,00 506,00 0,00 0,00

P T1 8,02 18,70 53,60 66,90 2340 34,90 13400 7,77 0,00 5594,00 1554,00 622,00 0,00 0,00

T2 845 1940 59,30 72,26 2300 3344 12400 9,80 ND 7440,00  1400,00 350,00 200,00 0,00

T3 9,02 2090 61,10 69,35 2320 34,64 169,00 6,80 ND 4350,00 1900,00 220,00 290,00 0,00

TO 539 1200 3690 67,80 22,70 33,60 6,62" 6,00 0,00 3922,00 1431,00 318,00 150,00 0,00

T1 577 12,90 39,60 6870 2240 32,60 86,50' 14,10 0,00 9306,00 4371,00 423,00 0,00 0,00

Q T2 6,32 1380 42,00 67,77 21,80 33,44 109,00 11,50 ND 5130,00 5700,00 280,00 200,00 0,00

T3 6,57 1440 46,40 72,87 2190 32,00 138,00 10,20 ND 5610,00 3800,00 350,00 200,00 0,10
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Parametro

Abreviatura

Valor de Referéncia

Eritrocitos

Hemoglobina

Hemtdcrito

Volume Corpuscular Médio
Hemoglobina Corpuscular Média
Concentragdo Hemoglobina Corpuscular Média
Plaquetas

Leucdcitos

Neutréfilos ndo segmentados
Neutréfilos segmentados
Linfécitos

Mondécitos

Eosindfilos

Basodfilos

GV

Hb

Htc

VCM
HCM
CHCM
Plaqts
Leuc
Neut n seg
Neut seg
Linf

Mon
Eosin
Bas

5,5-8,510M" / pL
12 - 18 g/dl
37-55%

60 - 77 fl
19,5-24,5pg

32 -36 g/di

200 - 500 1073 / pL
6-17 x10"3/ L
0-300/pL

3000 - 11500 / pL
1000 - 4800 / pL
150 - 1350 / L
100 - 1250/ pL
Raros

' Com agregagao plaquetaria.
2Com coagulo no tubo de EDTA
ND: N&ao Disponivel
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ANEXO VI — Deteccdao e quantificacdo de CPV nos leucdcitos, plasma e fezes

Tabela 17: Quantificacdo de CPV (moléculas/uL) nos leucécitos, plasma e fezes dos animais estudados

Grupo Animal Colheita Leucécitos Plasma Fezes Grupo  Animal Colheita Leucécitos Plasma Fezes

TO 0,00 6,25 11,26 TO 1,15 3,89 13,00

A T1 ND ND ND T1 3,69 7,38 189,42

T2 0,00 3,87 1,82 T2 0,00 3,13 1,12

T3 0,00 0,00 0,00 T3 0,00 0,49 1,48

TO 0,00 0,00 0,00 TO 0,00 2,59 2,32

B T1 0,00 5,92 0,00 J T1 0,00 18,62 7,00

T2 0,00 1,21 0,00 T2 3,04 213,40 194,48

T3 6,95 1197,74 45,59 T3 2,76 5,88 2,14

TO 0,00 1,98 0,00 TO 0,00 21,82 23,72

c T1 0,00 19,93 8,28 L T1 0,00 23,86 8,07

T2 0,00 10,52 0,00 T2 1,40 208,22 52,33

T3 0,00 0,00 0,00 T3 0,00 22,30 3,58

TO 3,02 4,87 0,00 TO 0,99 0,00 1,62

o D T1 0,00 0,00 0,00 M T1 1,89 167,36 12,26
o T2 196,73 23,22 0,00 o T2 0,00 19,62 0,00
S T3 5,21 0,00 0,00 o T3 0,00 0,00 0,00
§ TO 0,00 0,00 7,18 E TO 0,00 2,66 4,98
8 E T1 3,25 0,00 3,56 O N T1 1,99 370,12 12,78
T2 2,72 0,00 0,00 T2 0,00 23,12 0,00

T3 10,00 7,43 0,00 T3 0,00 0,00 0,00

TO 8,96 3,09 0,00 TO 0,00 0,00 0,00

= T1 29,50 44,80 0,00 o T1 3,36 178,42 17,59

T2 1,98 0,00 0,00 T2 0,00 14,30 0,00

T3 42,55 2,91 0,93 T3 0,00 3,45 0,00

TO 11,04 5,02 0,00 TO 0,00 2,08 1,25

G Tl 7,49 14,98 0,00 p T1 0,00 306,96 34,57

T2 4,96 56,54 0,00 T2 0,00 10,32 0,00

T3 0,00 2,63 1,70 T3 0,00 0,00 0,00

TO 0,00 9,88 1,01 TO 0,00 2,14 0,00

H T1 0,00 3,26 0,00 0 T1 1296,16 255,96 21,39

T2 2,36 0,00 1,44 T2 0,00 0,00 0,00

T3 0,00 1,25 0,00 T3 0,00 2,80 0,00
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Tabela 17: (Continuacéo)

Grupo Animal Colheita Leucdcitos Plasma Fezes
1 ND 8,92 x 10% 1,77 x 10% 1,19 x 10%
2 ND 1,03 x 10* 9,20 x 10 4,25 x 10
c § 3 ND 3,72 x 10% 7,90 x 10 6,66 x 10%
3z 4 ND 3,43 x 10”7 5,20 x 0% 3,90 x 10”
g 5 ND 6,78 x 10” 2,28 x 10" 1,90 x 10"
og 6 ND 1,10 x 10% 2,44 x 10" 2,24 x 10%°
7 ND 9,94 x 10% 1,20 x 10% 1,53 x 10%
8 ND 3,06 x 10%° 1,50 x 10%° 2,93 x 10"
ND: Néo Disponivel
Figura 5: Deteccao de CPV através de gPCR (originais)
Delia Rnvs Cyde Dekta Rnvs Cyce

Delta Rn

12345678 3INVNHN2ZBUEBTBIAANZBNSEZTZANINLIHUBZFI I BBNNL28U4555885%

Cycie Number

Fig. 5a: Curvas de amplificagdo com CT (cycle threshold) precoce,
correspondentes a amostras com maior concentracdo de CPV (ex: caes

com infec¢ao por CPV);

Delta Rn

102001

100002 [

100003 |1

12 3 456 78 9 101121BBUIKBKITBRDA2B456T7232N031R2BUIFIBINDNL28U45608800

Curle Number

Fig. 5b: Curvas de amplificacdo com CT (cycle threshold) tardio,
correspondentes a amostras com menor concentracdo de CPV (ex: animais

do grupo oncolégico e controlo);



ANEXO VIl — Deteccéo de anticorpos plasmaticos anti-CPV

Tabela 18: Deteccao de Ac plasméaticos anti-CPV, através de ELISA semiquantitativo, nos

animais do grupo oncoldgico, do grupo controlo e do grupo da parvovirose

Grupo Animal Colheita Ac anti-CPV Grupo Animal Colheita Ac anti-CPV

TO >1:80 TO >1:80

A T2 <1:80 | T2 = 1:80

T3 >1:80 T3 >1:80

TO = 1:80 TO = 1:80

B T2 > 1:80 J T2 >1:80

T3 = 1:80 T3 = 1:80

TO >1:80 TO >1:80

C T2 >1:80 L T2 >1:80

T3 >1:80 T3 >1:80

TO = 1:80 TO = 1:80

3 D T2 = 1:80 o M T2 >1:80

2 T3 >1:80 o T3 > 1:80

g T0 > 1:80 g T0 >1:80

o E T2 >1:80 N T2 >1:80

T3 >1:80 T3 >1:80

TO = 1:80 TO = 1:80

F T2 >1:80 O T2 <1:80

T3 = 1:80 T3 = 1:80

TO >1:80 TO >1:80

G T2 >1:80 P T2 >1:80

T3 >1:80 T3 >1:80

TO = 1:80 TO = 1:80

H T2 = 1:80 Q T2 >1:80

T3 = 1:80 T3 = 1:80
1 ND <1:80
§ 2 ND <1:80
§ 3 ND <1:80
g 4 ND <1:80
= 5 ND <1:80
?) 6 ND <1:80
z§ 7 ND < 1:80
8 ND < 1:80

ND: N&o Disponivel
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Tabela 19: Tabela de contingéncia para a detecgdo de Ac plasmaticos anti-CPV nos
animais do grupo oncoldégico, do grupo controlo e do grupo da parvovirose

>1:80 < 1:80 Total (FA/FR)

Oncoldgico 23/95.8% 1/4,2% 241 42,85%

Controlo 23/95.8% 1/4,2% 24 [ 42,85%
Parvovirose 0/0% 8 /100% 8/14,3%
Total (FA/FR) | 46/82,14% | 10/17,86% | 56/ 100%

Figura 6: Exemplos de reaccdes de ELISA positivas e negativas

Fig. 6a: Cor azul de intensidade igual ou superior ao controlo positivo, correspondente a ELISAs
positivos (titulo de Ac anti-CPV 21:80)

Fig. 6b: Cor azul de intensidade inferior ao controlo positivo, correspondente a ELISAs negativos
(titulo de Ac anti-CPV <1:80)
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