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RESUMO

O linfoma é uma neoplasia maligna com alta incidéncia tanto na medicina humana
guanto na veterinaria. Sendo o cdo um animal doméstico que vive cada vez mais
préximo aos seus proprietarios, estudar os efeitos que o ambiente pode ter sobre a sua
saude é estudar também os mesmos efeitos sobre os seres humanos e o ambiente em
si. Este trabalho teve como objetivos principais caracterizar os linfomas n&do-Hodgkin
humanos e caninos no Grande Porto, identificar as principais fontes de potencial risco
ambiental e a sua associagdo com a distribuicdo geografica de casos animais e
humanos de linfoma ndo-Hodgkin, comparando estes dados com 0s anteriormente
obtidos na regido de Sao Paulo, Brasil. A caracterizacdo individual e ambiental dos
casos de linfoma canino foi estudada através de inquérito exaustivo aos seus
proprietarios/tutores. A andlise estatistica dos resultados demonstrou que o risco de
desenvolvimento de linfoma pode estar associado a caracteristicas do proprio animal
como a idade, peso, porte e raca, assim como a fatores ambientais e de habitos de vida
como a alimentacdo e a exposi¢cao ao fumo do tabaco.

O aprofundamento da caracterizagdo dos linfomas na espécie foi obtido através da
completa andlise de amostras obtidas no processo de diagnéstico, tanto citolégicas
(animais diagnosticados durante os trabalhos desta tese) como histolégicas (amostras
arquivadas do Servico de Patologia Veterinaria do ICBAS recebidas entre 2005 e 2016).
Para além do tipo histologico, grau e indice proliferativo, procedeu-se também a
caracterizacdo imunofenotipica de amostras citolégicas. Os linfomas de células B
representaram a maior parte dos casos (65% dos diagndsticos citologicos e 57% dos
casos histopatologicos), verificando-se ainda que 40% das amostras citolégicas
apresentaram um alto indice de proliferacéo celular (IPC), nem sempre coincidente com
0 seu grau histolégico. Por comparacdo individualizada com os resultados do
correspondente inquérito epidemiolégico, observou-se também que este IPC estava
relacionado com a coabitacdo com seres humanos fumadores ou ndo. A distribuicdo
etaria e racial dos animais afetados foi coincidente com os resultados de estudos
anteriores.

Na perspetiva “One Health”, procedeu-se a um estudo longitudinal comparativo
entre linfomas ndo-Hodgkin humanos e caninos na area do Grande Porto. Foram
incluidos 1242 casos de LNH humanos diagnosticados entre 2005 e 2010 e 504 casos
de linfoma canino diagnosticados entre 2005 e 2016, caracterizados através de andlise
epidemioldgica descritiva e seu mapeamento, calculando-se os riscos padronizados

(ASR) de incidéncia. Os resultados evidenciaram um maior risco do género/sexo
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masculino em ambas as espécies assim como uma correlacdo das correspondentes
distribuicdes geograficas. Os valores mais altos de ASR foram encontrados nos grandes
centros urbanos (Porto, Matosinhos e Maia) em ambas as espécies. O estudo
comparativo internacional entre linfomas humanos e caninos do Grande Porto e do
municipio de Sdo Paulo evidenciou similitudes de prevaléncia global entre as duas
regies, com uma propor¢do de linfomas de tipo T, em ambas, superior a relatada na
bibliografia internacional. A identificagdo dos principais poluentes ambientais resultou,
no entanto, na evidenciacdo de fenémenos distintos. Enquanto S&o Paulo apresenta
uma elevacao crénica dos valores atmosféricos de ozono, no Grande Porto as suspeitas
recaem no efeito potenciador das elevadas concentracfes de radao sobre os poluentes
atmosféricos e resultantes do fumo do tabaco.

Durante os trabalhos desta tese foi ainda realizado o estudo de implementacdo de
um registo de cancro animal, através da adaptacéo de sistema ja implementado em Séo
Paulo. ApGs as fases de adaptacdo, validacao interna e externa, e utilizacao rotineira
em dois centros de atendimento veterinario, concluiu-se que o registo representa uma
potencial mais-valia como ferramenta epidemioldgica. Foi também possivel perceber as
dificuldades da sua implementacdo no terreno, sobretudo ligadas a colheita de

informacdo e a alguma complexidade do sistema.
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ABSTRACT

Lymphoma is a malignant neoplasm with high incidence both in human and
veterinary medicine. As the dog is a domestic animal that lives closer and closer to its
owners, studying the effects that the environment can have on their health is also
studying the same effects on humans and the environment itself. The main objectives of
this study were to characterize human and canine non-Hodgkin's lymphomas in Greater
Porto, to identify the main sources of potential environmental risks and their association
with the geographical distribution of animal and human cases of non-Hodgkin's
lymphoma; comparing these data with those previously obtained in the region of S&o
Paulo, Brazil. The individual and environmental characterization of canine lymphoma
cases was studied through an exhaustive survey of their owners. Statistical analysis of
the results showed that the risk of developing lymphoma may be associated with the
animal's characteristics such as age, weight, size and race, as well as environmental
and lifestyle factors such as feeding and tobacco smoking.

The detailed characterization of lymphomas in the species was obtained through
a complete analysis of samples obtained in the diagnostic process, both cytological
(animals diagnosed during the thesis) and histological (archived samples from the
Veterinary Pathology Service of ICBAS, between 2005 and 2016). In addition to the
histological type, grade and proliferative index, we also carried out the
immunophenotypic characterization of cytological samples. B-cell ymphomas accounted
for the majority of cases (65% of cytological diagnoses and 57% of histopathological
cases). It was also observed that 40% of cytological samples presented a high cell
proliferation index (CPI), not always coincident with its histological grade. By individual
analysis of the corresponding epidemiological survey, it was also observed that this CPI
was related to cohabitation with smokers or not. The age and breed distribution of the
affected animals coincided with the results of previous studies.

On the "One Health" perspective, a comparative longitudinal study was carried out
between human and canine non-Hodgkin lymphomas in the Greater Porto area. We
included 1242 cases of human NHL diagnosed between 2005 and 2010 and 504 cases
of canine lymphoma diagnosed between 2005 and 2016, characterized by descriptive
epidemiological analysis, mapping and age standardized risks (ASR) of incidence. The
results showed a greater risk for men and male dogs as well as a correlation of the
corresponding geographical distributions. The highest values of ASR were found in large
urban centers (Porto, Matosinhos and Maia) in both species. The international

comparative study between human and canine lymphomas of Greater Porto and the city
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of Sdo Paulo showed similarities of global prevalence between the two regions, with a
proportion of T-lymphomas higher than that reported in the international bibliography in
both regions. The identification of the main environmental pollutants resulted, however,
in the disclosure of different phenomena. While S&o Paulo presents chronic high values
of the atmospheric ozone, in the Greater Porto area the suspicions rests on the
potentiating effects of high concentrations of radon in the atmospheric pollutants and
tobacco smoke.

During this thesis we also carried out the study of the implementation of an animal
cancer registry, through the adaptation of the system already implemented in Sdo Paulo.
After the stages of adaptation, internal and external validation, and routine use in two
veterinary centers, it was concluded that the registry represents a potential added value
as an epidemiological tool. It was also possible to perceive the difficulties of its
implementation in the field, mainly related to the collection of information and some

complexity of the system.
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1. INTRODUCAO

A Oncologia Comparada é uma area multidisciplinar em expansao nos ultimos anos
a qual estuda o risco de cancro e o seu desenvolvimento em diferentes espécies, com
0 objetivo maior de ampliar o conhecimento desta doencal?l,

Os cancros caninos sdo considerados fisiopatologicamente e clinicamente
equivalentes aos cancros humanos, ocorrendo de forma espontanea [P. Para além
disso, o facto de a esperanga de vida canina ser mais curta tem por consequéncia um
menor periodo de laténcia entre a exposicao a agentes de risco e 0 desenvolvimento da
neoplasia, permitindo inferir que o estudo do cancro nos cées abrevia a avaliacdo de
novas técnicas de diagnoéstico, tratamento e prevencao e os caes podem ser utilizados
como alertas para perigos ambientais sobre a satde humana 2. A coabitacdo proxima
entre cdes e seres humanos coloca os primeiros numa posi¢do privilegiada e mais
aproximada a realidade humana quando comparados com os tradicionais modelos
murinos, podendo fornecer uma poderosa fonte de informacéo para o estudo do cancro
[21

Cada vez mais had uma consciencializagdo sobre a oportunidade e a necessidade
critica de abordar problemas de salde e alcancar objetivos numa perspetiva holistica,
considerando a interface entre a salde do ecossistema, a saude animal e a saude
humana, que caracteriza a esséncia do conceito One Health em que esses trés campos
s&o interdependentes e interligados ©l.

O estudo do linfoma tem uma grande importancia tanto na medicina humana quanto
na veterinaria devido ao aumento preocupante da sua incidéncia nas Ultimas décadas.
A incidéncia padronizada mundial do linfoma ndo-Hodgkin em seres humanos é de 9,8
(casos/100.000 habitantes), 11,9 para homens e 8,0 para mulheres ), representando a
sétima neoplasia mais insidiosa nos paises desenvolvidos. Nos caes, a incidéncia
estimada de 21,7 casos/100.000 céaes, estando apenas atrds das neoplasias mamarias
[l e representando 90% das neoplasias hematopoiéticas na espécie. Assim como 0s
humanos, os linfomas caninos sédo mais frequentes nos animais mais velhos, com maior
predominio de machos . Os linfomas s&o também similares entre as duas espécies
nos aspetos de morfologia celular, de imunofenétipo, da genética e caracteristicas
clinicas % %1 por esse facto, as classificacdes utilizadas na medicina veterinaria s&o
adaptacdes da humana, com predominio, em ambas as espécies, de linfomas de células
B e do subtipo de grandes células difusas (DLBCL) 29 10:12:13]
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Os riscos ambientais de salde sado todos os contaminantes, naturais ou nao,
presentes no ar, agua, solo ou comida, que podem causar danos, agudos ou crénicos,
na saude dos seres humanos B 4 14 Apés as intensas modificacdes advindas da
revolucdo industrial e intensa urbanizacdo, 0s poluentes antropogénicos, como a
poluicdo advinda da combustdo de combustiveis fdsseis, das industrias e tabaco, sao
de longe os que mais danos causam a satde humana, animal e ambiental 1516l pDe
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a poluicdo do ar é o maior perigo
ambiental a satde humana &7,

A comparacdo entre espécies pode fornecer vérias informacdes a respeito de
possiveis fatores de risco ambientais. Também a comparacdo entre espécies e regides
distintas, inseridas nos estudos ambientais, podem revelar evidéncias e levantar
hipéteses que contribuam para o melhor entendimento das causas de morbos como 0s
linfomas.

Sao Paulo é uma megalopole com altas concentracfes de poluicdo atmosférica,
causadas principalmente pela frota de veiculos automoveis, superior a 6 milhdes 8. A
cidade do Porto esta inserida na afluéncia de nove concelhos denominada Grande
Porto, com uma populacdo de pouco mais de um milhdo de habitantes *°. Enquanto
numa das principais vias do Porto ha um trafego estimado de 160 mil veiculos/dia 2%,
em S&o Paulo este nimero superava os 500 mil veiculos/dia *8. Surpreendentemente,
as incidéncias padronizadas de linfoma ndo-Hodgkin no municipio de Sao Paulo
(homens — 10,2 e mulheres 9,06/100.000 habitantes) ndo séo particularmente distintas
das do Distrito do Porto (homens — 13 e mulheres 10/100 000 habitantes) %22, Além
disso, um estudo realizado em linfomas caninos no municipio de Séo Paulo identificou
uma incidéncia superior de linfomas de células T?3l, divergente da maioria dos estudos
noutros paises 24,

Na obra “Zoobiquidade: o que os animais podem nos ensinar sobre saude e a ciéncia
de cura” (2012) %1, as autoras observam: "Num mundo onde nenhuma criatura esta
verdadeiramente isolada e as doencas se espalham tdo rapidamente como os jatos
podem voar, somos todos 0s canarios e todo o planeta é a nossa mina de carvao.
Qualquer espécie pode ser uma sentinela de perigo - mas apenas se a mais ampla
gama de profissionais de salde estiver a prestar atencao.'

Este trabalho teve por objetivo prestar atencéo particular aos linfomas caninos e
humanos, e a sua relacdo com o ambiente em dois paises de diferentes continentes,

unidos no conceito One Health.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Os animais como sentinelas ambientais

Ha aproximadamente 15 mil anos, a relagdo do homem com o0s cdes era muito
diferente, sendo estes selecionados primariamente pela sua funcéol. Os cées ajudaram
0s humanos a sobreviver, usando a sua velocidade para ajudar a cacar e a sua forca e
audéacia para os proteger?. Embora os cdes e gatos sejam animais de companhia ha
varios séculos, foi apenas recentemente que assumiram uma importancia relevante
como membros da sociedade humanal®®l,

O conceito de que os animais podem ser sentinelas de perigos ambientais para
a saude publica ndo é novo Bl. A imagem do canario na entrada de minas de carvéo
para detetar altos niveis de monéxido de carbono, descritas no século passado (1914)
271 ainda continua a ser uma forte representacdo de como os animais s&o importantes
neste campo Bl. Animais em variados habitats podem ser utilizados para monitorizar os
perigos ambientais ¥4, Em 2006, um fenémeno chamado de “aves a despenhar-se do
céu” foi o alerta para um caso de envenenamento ambiental na Australia 28, A doenca
neurologica conhecida como “a febre do gato dancgarino” foi um alerta quando as
pessoas comecaram a apresentar sintomas similares e descobriram uma contaminagao
das aguas por mercurio com origem em fabricas locais #°. Os mamiferos marinhos, que
constituem o topo da cadeia alimentar dos oceanos e portanto acumulam as toxinas
presentes no ecossistema, foram e sdo considerados sentinelas do estado de poluicdo
dos vastos oceanosP®. Os efeitos da exposicdo a xenobidticos (compostos quimicos
estranhos a um organismo ou sistema biolégico e que s&o por ele absorvidosE?),
poluicdo ambiental, metais pesados, compostos organoclorados, mercirio, pesticidas e
outros contaminantes foram amplamente documentados nestes animais®.

Através da partilha dos mesmos ambientes, os cdes sdo potencialmente
expostos a varios dos agentes ambientais de risco humanolPl. Considerando as
similitudes entre as doengcas humanas e animais, incluindo muitos dos seus fatores
etiolégicos, é facilmente inferivel que estes animais podem ser encarados como
indicadores sensiveis de perigos ambientais, fornecendo um sistema de alerta precoce
gue permita intervenc8es de saude publica com ganho de eficacia e maior aproximacgao
a realidade, quando comparados com estudos laboratoriais de experimentagcao
animall®l, As vantagens da utilizagdo de animais domésticos como sentinelas ou

modelos comparativos das doencas humanas deve-se em parte & auséncia relativa a
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exposicBes concorrentes, viés ou confundidores presentes em humanostl. Como
exemplo, a influéncia do tabaco, do alcool ou de exposicbes ocupacionais pode
mascarar ou mimetizar o efeito nocivo da exposi¢cdo a outros contaminantes ambientais
Bl Sendo a precisdo da avaliacdo da exposicdo um dos grandes desafios da
epidemiologia ambiental, podera argumentar-se que a mobilidade restrita, a baixa
frequéncia de migracfes e viagens e a esperanca de vida curta dos animais sdo mais-
valias adicionais para a eficiéncia e credibilidade do modelo®!.

Muitos dos estudos baseados no uso de sentinelas para identificacdo de perigos
ambientais utilizaram cancros nos animais domésticos, especialmente cées, que
partilhavam o mesmo ambiente dos humanostl. Na Alemanha de 1932, Gustav Freiherr
von Pohl criou o conceito “casas de cancro”, associando o habitat ao desenvolvimento
do cancro também nos animais®Y. Outro exemplo classico é o estudo do mesotelioma
e a sua associacdo com exposicdo a amianto®?. Em 1939 um estudo evidenciou uma
associacdo interessante entre a poluicdo em Londres e carcinoma da amigdala em caes
errantes B3l Outros agentes de risco como a exposicdo ao tabaco B4 e pesticidas B,
entre outros, tém revelado que os cdes podem ser considerados bons sentinelas de

risco de exposi¢do ambiental 1% 36:37],

2.2. Riscos ambientais de salude

Os perigos ambientais a salde sao todos os contaminantes, naturais ou n&o,
presentes no ar, agua, solo ou comida, que podem causar danos, agudos ou crénicos,
a saude dos seres humanos® 414,

Os perigos naturais, também chamados geobiol6gicos, sédo oriundos de
fendbmenos da Natureza, como por exemplo emissfes de vulcBes, incéndios e emissfes
de minerais vindos do solo, como o rad&o®).

Os perigos antropogénicos sd8o 0s compostos quimicos produzidos em
consequéncia da atividade humana. Devido as rapidas alteracdes decorrentes da
industrializacdo, a quantidade de novos compostos quimicos produzidos alteraram o
ambiente sem precedentes, com a progressiva contaminacdo ambiental e exposicdo de
todas as espécies animais e vegetais!*®l.

Os principais poluentes ambientais séo produtos da combustdo de combustiveis
fésseis. Em quase todos os paises do mundo ha uma crescente preocupacdo com a
monitorizacdo da qualidade ambiental e mensuracdo dos principais componentes
prejudiciais & saude humana, animal e ambiental. Sdo eles: NOx (6xidos de azoto), O3

(ozono), SO: (dioxido de enxofre), CO (mondxido de carbono), benzeno, chumbo,
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cromio, arsénio, cadmio, niquel, benzopirenos, matérias particuladas (PM 10 e 2,5) e,
cada vez mais, nanoparticulas®®!.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude — “a poluigao do ar, tanto do ambiente
(externa) quanto a interna — é o maior perigo ambiental para a saude, sendo responsavel
por aproximadamente um em cada nove mortes anualmente. A poluicdo do ar (externa)
sozinha mata cerca de trés milhdes de pessoas em cada ano.(...) A polui¢do do ar
continua a aumentar em escalas preocupantes, afetando a economia e a qualidade de
vida das pessoas” 8,

A Agéncia Internacional para a Pesquisa em Cancro (IARC) classificou a
poluicdo externa como sendo carcinogénica (grupo 1 - evidéncias suficientes) em

humanos 1¥°

1. Estudos epidemiolégicos mostram consistentemente que a exposicdo a
poluicdo atmosférica, em especial por particulas, estd associada ao aumento do risco
de cancro, proporcional ao nivel de exposicéo B,

Os poluentes que suscitam maior preocupacdo do ponto de vista da saude sdo
0 0zono, os materiais particulados (MP), os 6xidos de azoto e de enxofre e os compostos
organicos volateis (COVs) B8l A seguir sdo descritas as caracteristicas destes
poluentes, os valores maximos recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude e

os respetivos limites oficiais em Portugal % e no Brasil [17:41],

Valor Limite (ug/m?3)
Poluente OMS Portugal Brasil
Ozono 100 120 140
Periodo considerado: média de 8 horas

O ozono, dentro da categoria de oxidantes fotoquimicos, é um poluente nao
diretamente emitido de uma fonte primaria, isto €, é formado através de uma complexa
série de reagbes quimicas na atmosfera geridas pela transferéncia de oxigénio do
diéxido de azoto (NO2) quando absorve a radiacao solar, fornecendo um oxigénio reativo
para a molécula O, resultando em Oz 7). Os precursores que fornecem substratos para
essa reacdo quimica sao os 6xidos de azoto, os compostos volateis organicos (COV),
e 0 metano’: 42,

A concentracdo ambiental do ozono é dependente de varios fatores como a
intensidade luminosa, conveccdo atmosférica, espessura da camada de inversao
termal, concentracdo de 6xidos de nitrogénio e COVs. O ozono, uma vez formado,
espalha-se com o vento sendo as altas concentragdes urbanas deslocadas para regides
de maior altitude 1743,

A absorcdo do ozono é praticamente exclusiva por inalacdo, através do trato

respiratorio superior e vias aéreas intratoracicas, muito superior em pessoas durante

27



atividade fisica intensa /1. A sua absorcdo é maior em criancas e mulheres &7, Os
efeitos da inalacdo de ozono advém de reacdes inflamatérias difusas que nao se
restringem ao aparelho respiratério, mas alteram 0s mecanismos imunoldgicos por
diversos mecanismos como a diminui¢do da limpeza muco ciliar, diminuicdo da atividade
macrofagica e efeitos nos linfocitos circulantes, conduzindo, em casos crénicos, a

alteragdes estruturais importantes &7,

Valor Limite (ug/m?3)

Poluente OMS Portugal Brasil
Matéria particulada - PM1o 20 40 40
PMzs 10 20 20

Periodo considerado: média anual

As particulas, ou matérias particuladas (designadas internacionalmente como
PM — particulated matter) representam uma mistura complexa e heterogénea de
componentes com diferencas fisicas e quimicas, divididas de acordo com o diametro
aerodindmico em particulas com menos de 10 ym (PMio) e com menos de 2,5 uym
(PM25). As PMzio incluem particulas suficientemente pequenas para penetrar nos
brébnquios enquanto as PM2s tém uma alta probabilidade de deposicdo nos alvéolos
pulmonares 7,

Sao diversas as fontes de particulas, tanto relacionadas as atividades humanas
como originarias de fontes naturais, sendo a primeira forma responsavel por mais de
dois tercos da sua producdo 7. As principais origens incluem a combustio de
combustiveis fésseis, de biomassa (madeira residencial, incéndios florestais) e
emissdes de amonia dos processos agricolas 27, A combustdo da madeira é
responsavel pela emissdo de mais de 200 compostos distintos provenientes dos
polimeros e resinas presentes 7. Os principais efeitos das particulas na saide resultam
da producdo de radicais livres pela resposta inflamatéria a presenca das particulas e da
genotoxicidade, direta ou indireta, por eles causada /1. A inalacdo de particulas pode
aumentar a producdo de imunoglobulinas antigénio-especificas e alterar a funcéo

imunoldgica 7,

Valor Limite (ug/mq)
Poluente OMS Portugal Brasil
Di6xido de Azoto (NO2) 40 40 60
Periodo considerado: média anual

O dioxido de azoto é um gas castanho avermelhado com odor pungente, potente

oxidante que, ao reagir com a agua, produz acido e 6xido nitricos 71, Tem um papel
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critico na formacdo de ozono na troposfera visto que € o Unico iniciador da formacéo
deste composto, seja em atmosferas poluidas ou ndo 7! e, através de reacdes com o
diéxido de enxofre, é fonte de nitratos e sulfatos, medidos como matérias particuladas
71, Por ser considerado precursor chave de uma série de poluentes secundarios que
afetam a salde, foi utilizado nalguns estudos como marcador da poluicdo atmosférica

[17]

As suas principais fontes sdo o0s processos de combustdo em centrais
termoelétricas, centrais de aquecimento, veiculos automéveis e navios, havendo uma
relacdo notdria entre 0s seus niveis e o consumo de combustiveis 71,

As fontes de poluicéo interna incluem fumo de tabaco e emissGes de aparelhos
a gas e fogdes a 6leo, podendo atingir niveis muito superiores aos recomendados por
longos periodos de tempo &7,

Apos a inalacdo, mais de 70% do dioxido de azoto é absorvido pelo aparelho
respiratorio, fendmeno aumentado pela pratica de atividade fisica. Em cées,
praticamente 50% da quantidade inalada é removida pela nasofaringe, com a restante
podendo permanecer dentro do pulmado por longos periodos e mesmo ser absorvida e
encontrada no sangue e na urina &7,

Os efeitos da exposicdo a este poluente sdo principalmente no metabolismo,

estrutura e fungéo pulmonar assim como perturbacdo do sistema imunoldgico 171,

Valor Limite (ug/md)
Poluente OMS Portugal Brasil
Di6xido de Enxofre (SO2) 20 60 60
Periodo considerado: 24 horas

O dioxido de enxofre € um gés incolor e muito soltuvel em agua, na qual forma o
acido sulfarico. As fontes naturais, como as emissfes vulcanicas, sao insignificantes
perto das emissbes antropogénicas, como a utilizacdo de combustiveis fésseis que
contém enxofre para o aquecimento residencial, em centrais termoelétricas e por
veiculos automéveis ™71, A concentracfo interna costuma ser menor do que a externa
na sequéncia da sua absorcdo pelas paredes, mobilia e vestuario. No entanto, a
exposicdo ocupacional a este poluente pode ultrapassar largamente as concentracdes
maximas recomendadas 171,

Sendo apenas por inalacdo, a absorcdo de SO: pelas mucosas respiratorias
ocorre rapidamente em virtude da sua alta solubilidade em agua, aumentando com o
exercicio fisico 7,

Tanto na Europa como na América do Norte, as concentracdes de SOz nas areas

urbanas diminuiram consideravelmente como resultado do controlo de emissfes e
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alteracbes na utilizacdo de combustiveis 71, Entretanto, em cidades onde ainda se
utiliza o carvdo como fonte de aquecimento doméstico ou para preparacéo de alimentos,
ou onde as fontes industriais ndo séo controlados, os valores podem chegar a decuplicar
[17]_

Um traco comum da poluicdo ambiental pelos compostos descritos é a
perturbacdo do sistema imunoldgico, transversal a todas as espécies animais %, O
sistema imunoldgico, pela sua complexidade e mecanismos intrinsecos de atuacéo, tem
uma dificuldade especial na adaptacdo a mudancas ambientais % 44, Quando a
homeostase do sistema imunologico é perturbada iniciam-se processos de estresse
oxidativo, com producéo de radicais livres (espécies reativas de oxigénio e nitrogénio)
que podem conduzir & sua desregulacdo e possivel transformacdo neoplasica %,

2.3. Sistemalmunolégico

O sistema imunoldgico é responsavel, em sintese, pela protecdo do organismo
sendo um complexo sistema de mecanismos de defesa interligados que em conjunto
eliminam ou controlam os potenciais invasores nefastos “%. O sistema funciona como
uma rede interativa altamente complexa que, quando ativado, desencadeia diversas
alteracdes em maltiplas vias interligadas entre si, com varias respostas e a participacao
de variados tipos celulares, moléculas e 6rgéos distintos “®!,

O sistema hematopoiético é o responsavel pela producéo das células do sistema
imunoldgico e é genericamente dividido em dois tipos de tecidos fundamentais: mieloide
e linfoide 181, Os tecidos mieloides incluem a medula a 6ssea e as células sanguineas
dela derivadas (eritrocitos, leucdcitos e plaquetas) “®. O tecido linfoide é dividido em
dois compartimentos principais: tecidos linfoides primarios ou centrais e secundarios ou
periféricos 7. Os tecidos linfoides primarios sdo a medula 6ssea e o timo. Contém
células linfoides precursoras e sustentam o processo inicial de diferenciacdo
independente do antigénio, desde células imaturas até estadios mais maduros que
permitem realizar funcbes em resposta aos estimulos antigénicos “7. Os 6rgéos
linfoides secundarios séo os linfonodos, baco, e tecido linfoide associado a mucosas
(MALT), onde os linfocitos maduros encontram os antigénios e desenvolvem diferentes
tipos de respostas imunoldgicas “7.

Nos microambientes altamente organizados do tecido linfoide, conjugam-se
diferentes populacdes celulares, estruturas vasculares e componentes estromais para
facilitar as interacdes entre os linfcitos e antigénios, gerando a resposta imunolégica
47, S&o locais altamente organizados onde os estadios de diferenciacdo e maturaco

linfoide ocorrem, caracterizando-se por:
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o uma anatomia definida e particular — séo encontrados em locais especificos do
corpo;

o uma arquitetura Unica e complexa — cada tecido linfoide estd especificamente
organizado para que as reagdes celulares e de diferenciagdo ocorram em locais
especificos dentro destes tecidos organizados;

o uma morfologia celular especifica — as células, quando contactam com os
antigénios, alteram o seu tamanho, forma e perfil de expressao de recetores de
superficie;

o uma grande plasticidade de expressdo genética - as células linfoides alteram a
sua expressdo genética e as proteinas que produzem no processo de formagao

e ativacdo 17,

Os componentes celulares deste sistema incluem células fagocitarias
(neutrdfilos, mondcitos ou macrofagos), linfocitos [células T, células B e células “natural-
killer” (NK)], e células apresentadoras de antigénio (histiécitos e células dendriticas),
capazes de desencadear dois tipos distintos de resposta 7. A resposta inata é a
primeira linha de defesa, mediada por células (fagdcitos, células dendriticas, células NK
e algumas células T, incluindo células T gama-delta) que reconhecem um vasto, embora
pouco especifico, nimero de antigénios e ndo geram memoéria imunologica B A
resposta adaptativa dirige-se especificamente contra antigénios que sdo apresentados
por complexos principais de histocompatibilidade (MHC) aos linfécitos B, que podem
reconhecer um espectro virtualmente universal de antigénios, gerando células com
memoéria imunoldgica “7,

Morfologicamente semelhantes entre si embora com fun¢des muito diferentes,
os linfécitos sdo diferenciados através da caracterizacdo das suas moléculas de
superficie celular (glicoproteinas), que caracterizam cada fenétipo celular ¥5. Estas
moléculas foram classificadas através de um sistema denominado “cluster of
differentiation” (CD), identificadas individualmente através de numeros seguenciais,
porém arbitrarios (CD1 a CD371), que ndo definem a sua funcdo molecular “5. A
identificacdo de células com expressdo de CD especificas permite identificar

subpopulagées celulares e acompanhar o seu desenvolvimento e diferenciacéo “®,
2.3.1. Diferenciacéo dos linfocitos
Os linfécitos atravessam duas principais fases de diferenciacdo, uma independente

e outra dependente de antigénios externos (figuras 2.1 a 2.3). A diferenciacdo

independente de antigénio, que ocorre nos 6rgaos linfoides primarios, resulta na



producdo de linfécitos maduros e prontos para responder a antigénios, chamados
linfocitos B e T virgens ou naives. Estas células expressam moléculas de superficie que
sédo recetores de antigénios - recetor de célula B (BCR) e de célula T (TCR) - e, quando
expostas aos respetivos ligandos, transformam-se em células blasticas grandes e
proliferativas (imunoblastos ou centroblastos). Os estadios iniciais de diferenciacéo,
tanto antigénio dependente como independente, resultam em células com capacidade
proliferativa, enquanto as células efetoras totalmente diferenciadas néo se dividem até
gue sejam estimuladas por um antigénio, dando entédo origem a uma grande populacao
de células de memoéria (plasmocitos) 7],

A alteracdo imunofenotipica dos linfécitos ao longo do processo de maturacao
permite identificd-los em todas as fases do seu ciclo de vida. A grande homologia entre
0s recetores humanos e caninos permite que o mesmo sistema classificativo seja usado
nas duas espécies, com excecdo dos raros recetores ndo homoélogos que séao

classificados como WC (workshop cluster) 151,

2.3.1.1. Linfécitos B

A maturacdo dos linfocitos B (figura 2.1) inicia-se a partir dos seus precursores
primitivos (prolinfocitos B) que expressam as moléculas CD34, CD10, CD19. O CD19 é
um marcador primitivo de diferenciacdo de linfécitos B que se mantém durante todo o
processo de diferenciacdo, com atenuacgdo nos plasmdcitos, fase em que a célula inicia
a expressao do gene desoxinucleotidiltransferase terminal (TdT), um dos responsaveis
pela recombinacdo genética necesséria para a producao de imunoglobulinas. O estagio
seguinte de desenvolvimento é representado pela célula pré-B, caracterizada pelo
rearranjo genético da cadeia pesada, que passa a expressar CD45, CD79 e PAX5 K7
48l Os prolinfocitos e as células pré-B recebem a designacdo de linfoblastos B
precursores 471,

No estadio seguinte de maturacdo, cada célula B em desenvolvimento rearranja
0s genes e produz as cadeias leves, formando os linfécitos B imaturos (naive) que
passam a expressar CD20 71, Sdo0 pequenos linfocitos que podem ser encontrados no
sangue periférico, foliculos linfoides primarios e zona do manto dos linfonodos [“7:481,

Apos a aquisicdo de competéncia funcional, isto é, producéo de imunoglobulinas,
as células sdo denominadas células B maduras, encontradas no sangue e 06rgdos
linfoides periféricos e capazes de reconhecer os antigénios com alta afinidade e de
sofrer, em consequéncia, uma transformacdo blastica formando os imunoblastos,
células B imaturas de nucleo grande com cromatina frouxa e nucléolo central

proeminente. Os imunoblastos proliferam e diferenciam-se em células secretoras de
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anticorpos (plasmécitos) e células de memaria ¥7:48l. A diferenciacédo dos plasmocitos

€ caracterizada pela expressdo de CD138 acompanhada por subexpressao de PAX5
[47]
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Figura 2. 1 - Diagrama esquematico de diferenciacdo dos linfocitos B.

Durante a sua maturagao, os linfocitos B passam por estadios caracterizados por um padrdo especifico de
expressédo de proteinas membranares que servem como marcadores fenotipicos (barras em rosa) desses

estagios de desenvolvimento. (fonte: Jaffe et al. Hematopathology 2011471).

2.3.1.2. Linfécitos T

As células percursoras dos linfocitos T migram da medula éssea para o timo
onde ocorre a sua maturagdo e selecdo. O processo de maturacdo dos linfécitos T
resulta na expressao do receptor de célula T (TCR- T cell receptor) funcional e das
moléculas CD4 e CD8 ¥l Apenas as células maduras deixam o timo e entram na
circulagéo 19,

Os timécitos corticais sdo linfoblastos que contém a enzima intranuclear Tdt e
expressam CD34, CD45RA, CD13 e CD33, mas ainda ndo expressam CD3, CD4 ou
CD8, sendo por isso denominados como células “triplo negativas”. No timo, as células
adquirem sequencialmente CDl1a, CD2, CD5, CD3 (citoplasmatico) e primeiro o CD4
auxiliar e depois o CD8 supressor, tornando-se em células “duplo positivas”. Ainda no

timo, o rearranjo genético do TCR é iniciado com as cadeias gama e delta, seguido pelas

33



cadeias beta e alfa e que sdo entdo expressas na superficie celular “"1. O TCR é
expresso nha membrana em associacdo com um complexo denominado CD3, composto
por cinco diferentes imunoglobulinas ©91,

ApoOs uma selecdo positiva (de células que ndo apresentem um reatividade
contra si proprias) e uma selecdo negativa (sem especificidade), as células
remanescentes comeg¢am a expressar altos niveis de CD3 membranar, adquirem
CD27e CD69, perdem CD1a, expressam BCL2 e deixam de ser duplamente positivas
(CD4+/CD8), tornando-se células T maduras (naive) “” 4%l Finalizado o processo de
maturacdo no timo, originam-se entdo duas populacdes de linfocitos T: CD4", descritos
como auxiliares, e CD8", denominados citotoxicos. Essas células atingem a corrente
sanguinea e circulam nos o6rgdos linfoides secundarios, linfonodos e bacgo, até
encontrarem 0s seus antigénios especificos e serem ativadas. E necessaria uma
interacdo complexa de moléculas de superficie dos linfécitos T com as moléculas de
superficie das células apresentadoras de antigénios para a ativacdo dos primeiros em
resposta ao antigénio. Nos linfécitos T, as moléculas CD4 e CD8 ligam-se as MHC
classe Il ou classe |, respetivamente, originando uma cadeia de ligac6es com producédo
de moléculas estimuladoras, como interferdo gama e interleucinas, capazes de
promover estimulos mituos de ativacéo ©71.

Os linfécitos T maduros transformam-se em imunoblastos, grandes células com
nucléolo proeminente e citoplasma basofilico que séo indistinguiveis dos imunoblastos
B. Os imunoblastos T sdo TDT e CD1 negativos, expressam fortemente CD3 e
continuam a expressar CD4 ou CD8 ¥71,

Os linfécitos T auxiliares (Th- helpers) sdo responsaveis por estimular a
proliferacédo dos linfocitos T citotdxicos (CD8) contra o antigénio, além de estimularem
a proliferacdo dos linfocitos B e sua diferenciacdo em plasmocitos. As células Th séo
subdivididas pelo padréo de citocinas que produzem, podendo um precursor ThOtornar-
se numa célula Thl (IL-2, interferdo gama), Th2 (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) ou Th17 (IL-
23). Os linfocitos citotéxicos est@o envolvidos principalmente nas respostas antivirais e

possuem atividade antitumoral ¥,
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Figura 2.2 — Diagrama esquematico da diferenciagdo dos linfécitos T.

Os precursores primitivos de células T expressam CD34, TDT e CD10. O CD7 é o primeiro marcador
especffico de células T expresso, seguido por CD2/CD5 e CD3 citoplasmético (fonte: Jaffe et al.
Hematopathology 2011[47]).

2.3.2. Linfonodos

Os linfonodos, tecido linfoide secundario ou periférico, sdo estruturas linfoides
estrategicamente espalhadas pelo corpo para maximizar a captura de antigénios
presentes na linfa. Sao protegidos por uma fina cdpsula com trabéculas internas que
sustentam a arquitetura tecidual e contém histiécitos (macrofagos), responsaveis pela
captura e processamento dos antigénios e sua apresentacdo aos linfocitos. Os
compartimentos celulares estdo divididos em trés regibes: 1. Area medular - areainterna
dos linfonodos que contém células B e T, plasmdcitos, macréfagos e células dendriticas;
2. Para cortex - zona de células T e células apresentadoras de antigénios; 3. Cortex ou
area cortical - zona de células B onde estdo inseridos os foliculos linfoides (zona

folicular) e uma pequena rede de células dendriticas “7.
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2.3.2.1. Foliculos linfoides

Os foliculos linfoides primarios, ndo ativados e sem centro germinativo, séo
constituidos por células B em repouso, recirculantes e de meméria “® que s&o linfécitos
pequenos, com nucleos redondos e citoplasma escasso %, A estimulagdo antigénica
destas células gera a sua expansdo de forma altamente organizada e formacdo dos
foliculos linfoides secundarios (figura 2.3), compostos por um halo mais escuro (zona
do manto), uma camada mais fina externa (zona marginal), um centro germinativo e
uma densa rede de células dendriticas “”l. Nos centros germinativos ocorre a
proliferacdo celular pela estimulacdo antigénica, a hipermutacdo somatica e a selecao
positiva e negativa das populacées de linfocitos “®. A formagdo do centro germinativo
desloca as células originais do foliculo primario para a periferia, que passam entdo a
constituir a zona do manto B’ O centro germinativo é polarizado e subdivide-se
numa por¢cdo escura, formada principalmente por centroblastos e uma por¢do clara,
constituida sobretudo por centrocitos 59,

Ao entrar na zona escura do centro germinativo (figura 2.3), as células blasticas
B ativadas transformam-se em centroblastos cujas caracteristicas morfolégicas os
permitem distinguir: ndcleo grande, cromatina frouxa e nucléolos pequenos e multiplos,
geralmente trés, proximos da membrana nuclear ®%. Os centroblastos continuam a
multiplicar-se e sofrem pequenas mutac¢des originando células que produzem anticorpos
levemente diferentes, um processo denominado hipermutacdo somatica. Na zona clara
do centro germinativo, os centroblastos que produzem anticorpos com maior afinidade
sdo selecionados e transformam-se em centrécitos que tém nulcleos com cromatina
mais condensada, indentac¢des e nucléolos indistintos. Nesta zona clara também ha uma
maior concentracdo de células T e de macrofagos de corpos tingiveis, que fagocitam
restos celulares, e de centroblastos nédo selecionados que sofreram apoptose,
responsaveis pelo aspeto caracteristico de “céu estrelado”®%.

No final deste processo, a maioria das células de alta afinidade ao antigénio
sofrerdo ou maturacdo como células de memdria, que passam a linfa e retornam a
circulacdo sanguinea, ou transformam-se em imunoblastos e em seguida em células

efetoras — plasmacitos B,

36



Bone Marrow Peripheral Blood

gM
Ig Heavy chain Ig Light chain
rearrangement (VD) ) @ rearangament (V1) ) O
Progenitor B-cell Pre-8 call Immature B-cell
(2 lymphoblast) (B lymphoblast) (CD10,CD19, CO20,
(CD34, TdT,CD19) (CD10,CD19,C079a, PAXS, TdT) CD73e, PAXS5,TdT)

Lymph Node

Follicle

. Jy - ~ m
Mantlecell =4 Mantle zonq = Memory B-cell
(CDs+, CD23-| 7 Germinal centa, [ ) {mm%«;lml

Tcel dependent Nl Interfollicular
=) Zone

Tingible body
mm. T-cell independent
maturation

¥amary folicle: Beli+ ' . "~ lgM
Secondary follicle: GC Bel2-  Folicular "\
Al fellicular cells icentroblasts, dendriti cell

centrocysts, mantle cells,
- marginal 2one cells): pan B-cell
markers, sig)

7 N
coz,concom ] (g

Semat ¢ hypermutation A e : imm

gne

Figura 2.3 - Diagrama anatomico de diferenciacdo de linfécitos nos linfonodos e

foliculos linfoides com os respetivos fenétipos (fonte: Quick Reference Handbook for Surgical
Pathologists, 2011 [511).

Este conhecimento elementar do sistema imunoldgico fornece algumas das

bases para um entendimento das neoplasias linfoides 2.,
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2.4. Neoplasias linfoides

A maioria das neoplasias linfoides é monoclonal, ou seja, resultante de uma
célula que sofreu alteracdes genéticas, perdendo o controlo do ciclo celular ou da
apoptose e levando a producdo de clones. Em consequéncia, a maioria das células
neoplasicas sdo semelhantes as células normais homologas, podendo ser identificadas
através dos recetores caracteristicos de cada fase de maturacdo e diferenciacdo. No
entanto, as alteracdes genéticas sdo suscetiveis de desencadear o desenvolvimento de
outros processos neoplasicos, dando origem ao aparecimento de células que nao
correspondem a estadios conhecidos de desenvolvimento normal e exibindo fendtipos
aberrantes. Na maioria dos casos, os clones malignos ndo estéo restritos a um estadio

de diferenciacdo podendo apresentar células em diferentes fases de maturacéo B2,

2.4.1.0 macro ambiente

As neoplasias linfoides, como a grande maioria das neoplasias, sdo resultado de
diversas interacbes do ambiente com fatores genéticos. Entretanto, sendo uma
neoplasia do sistema responsavel pela protecdo do individuo contra microrganismos
patogénicos invasores e potencialmente fatais, como bactérias, virus, farmacos,
guimicos ambientais e radiacdes, as células do sistema imune sdo constantemente
ativadas, o que causa uma hiperplasia para cumprir o seu papel de protecédo [,

S&o quatro as vias patogénicas através das quais 0s agentes ambientais podem
induzir esta hiperplasia de populacdes celulares especificas, aumentando desta forma
o risco de desenvolvimento de uma anormalidade genética relevante — um pré-requisito
absoluto para a neoplasia 2

e Estimulagé@o crénica de recetor antigénico;

e Alteracdes no balanco ou na regulacdo dos subtipos de linfécitos ou em

resultado de um dano nas a¢Bes de células reguladoras, e.g. apoptose;

e Dano direto ao ADN celular;

e Acéo direta sobre uma via molecular relevante;

Os tecidos linfoides s&o particularmente suscetiveis aos fatores descritos
porquanto os seus fendmenos fisiolégicos de recombinacdo para formacdo dos
recetores de antigénios os predispdem a erros (e.g. troca de classes de imunoglobulinas
ou mecanismos hipermutacionais somdaticos) potencialmente desencadeantes do

processo neoplasico 521,
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2.5. Linfomas

A primeira descricdo de um processo morbido, que mais tarde viria a receber o
seu nome, dos ganglios linfaticos e do baco foi publicada em 1832 por Thomas Hodgkin
no Journal of the Medical and Chirurgical Society de Londres. Hodgkin afirmava que,
embora afetasse 6rgdos linfoides, se tratava de um processo nao infecioso. Trés
décadas depois, Samuel Wilkins descreveu a mesma doenca e, percebendo que ja
havia sido relatada por Hodgkin, decidiu batizad-la doenca (ou linfoma) de Hodgkin. O
seu estudo subsequente permitiu perceber que na maioria dos casos nao se
observavam as tipicas células descritas por Hodgkin - células de Reed-Sternberg — pelo

que foram designados linfomas n&o-Hodgkin 21,

2.5.1. Definicéo

Os linfomas s&o neoplasias dos linfcitos que podem surgir em linfonodos ou em
localizagbes extra-nodais 161, Sdo considerados tumores monoclonais de células B, T
ou NK, podendo desenvolver-se em qualquer dos seus estadios de diferenciacéo 2.
Algumas neoplasias podem apresentar mais de um estadio de diferenciacédo e, dentro
de um mesmo processo, 0s clones malignos podem alterar os seus préprios estadios
de diferenciacéo celular 52,

As neoplasias linfoides malignas diferem em muitos aspetos de outras
neoplasias porque se originam num sistema amplamente disperso e complexo, com
todos os seus precursores e linhagens, do qual fazem parte linfocitos livres que
possuem normalmente a capacidade e obrigatoriedade de migrar a todos os tecidos do
corpo. Por isso, os conceitos de invasdo e metastizacdo estdo implicitos, conferindo a
essas neoplasias um comportamento maligno, devendo a designagédo “linfoma” ser
entendida como “linfossarcoma” ®21,

Nos seres humanos, os linfomas séo classificados classicamente como linfomas
de Hodgkin e ndo-Hodgkin. Embora tenham sido diagnosticados alguns linfomas de
Hodgkin em gatos, a vasta maioria nos animais domésticos € muito similar aos linfomas

ndo-Hodgkin, por isso podem ser simplesmente referidos como linfomas 16!,

2.5.2. Classificacao

A classificagdo dos linfomas caninos é feita de acordo com a sua localizagdo

anatomica, critérios histolégicos/citologicos e caracteristicas imunofenotipicas €.
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2.5.2.1. Localizagdo anatémica

Os locais anatémicos de desenvolvimento dos linfomas caninos sao:

Multicéntricos (MC) — Caracterizados por uma linfadenomegalia superficial, podem
ainda envolver outros 6rgdos como figado, bago, sangue e medula 6sseal®. O
namero de oOrgaos afetados define e caracteriza o estadiamento clinico. Esta é a
forma anatémica mais frequente em cdaes, correspondendo a 80% dos casos

diagnosticados.

Alimentares ou gastrointestinais — Caracterizando-se por uma infiltracdo solitaria,
difusa ou multifocal do trato gastrointestinal, com ou sem linfadenopatia
mesentérica, sdo a segunda forma mais frequente na espécie (5 a 7% de todos os

linfomas)®!.

Cuténeos - Solitarios ou mais generalizados, podem ser designados como
epiteliotropicos (micose fungoéide) com origem, na maior parte dos casos, em células
T (CD8")P e invadindo a epiderme, ou ndo epiteliotropicos quando envolvem a
derme e tecido subcutaneo®. Os linfomas cutdneos podem metastizar para

linfonodos, baco, figado e medula 6sseal®.

Timicos/Mediastinais —  Caracterizados pelo aumento dos linfonodos
craniomediastinais, timo ou ambos, ocorrem em aproximadamente 5% dos casos e
geralmente tém origem em células T. Em 10% a 40% dos casos dao origem a uma

sindrome paraneoplasica de hipercalcémia [,

Esplénicos — Incomuns, séo por vezes classificados como linfomas de zona marginal

e tém frequentemente um curso indolente®>: 56,

Hepéticos — Relativamente raros, envolvem apenas o figado com auséncia de
linfodenopatia periférical®’l.

6.1. Linfoma hepato-esplénico — relativamente incomum, caracteriza-se pela
infiltracdo do figado, baco e medula 6ssea por células T yd (gama-delta) (CD11%),
auséncia de linfadenopatia generalizada, extrema agressividade biolégica e fraca

resposta a terapia [58l,
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6.2. Linfoma hepatocitotropico — Distinto do anterior por envolver células
CD11 e apresentar um padrdo de envolvimento hepatico em que os linfécitos nao

estdo confinados aos sinusdides hepaticos, mas invadem os corddes hepaticos 571,

7. Linfoma extranodal — Pode ocorrer em qualquer localizacao fora do sistema linfatico,
incluindo olho®®, sistema nervoso central (SNC)®%, pulm&ol®!] ossos®?, préstatal®®,

rim®4, bexigal®®!, coracdol®®, cavidade nasal®”! e vasos sanguineos!® 8,

8. Linfoma intravascular — Proliferacéo linfocitaria dentro do limen e parede dos vasos
sanguineos na auséncia de uma massa primaria extravascular ou leucemia. Na

maioria dos casos envolvem o sistema nervoso central e o olho®®.

2.5.2.2. Critérios morfolégicos e imunofenotipicos

A classificagdo histolégica dos linfomas em animais domésticos tem seguido
muitos dos critérios aplicados em linfomas ndo-Hodgkin humanos®®. Em ambas as
espécies, o desenvolvimento das técnicas de imunofenotipagem permitiu rever e
melhorar uma classificacdo até ento tipicamente baseada em critérios morfolégicos®!.
O sistema Rappaport de 1966 [°! foi um dos primeiros sistemas de classificagdo
aplicados a linfomas caninos®. Em meados da década de 1970 foram publicadas as
classificagdes de Lukes-Collins"Y na América do Norte e de Kiel na Europa, baseadas
em conceitos imunoldgicos®. Em 1982 o National Cancer Institute, numa tentativa de
unificacdo entre os diversos sistemas de classificacdo dos linfomas nao-Hodgkin
humanos, publicou o que chamou a “Working Formulation”, uma ferramenta mais
orientada para a clinica, focando-se em particular no seu valor prognésticol®® 72, No
entanto, estas caracteristicas ndo permitiam uma classificacdo histopatolégica nem a
sua utilizacdo em cées, visto a sobrevida ter sido estudada em humanos*?, Apés falhar
na classificacdo de 12% dos LNH humanos, a classificagdo original de Kiel foi revista
em 1989 tornando-se aplicavel a linfomas caninos onde adquiriu valor progndsticol
. Muitos estudos continuam a utilizar este sistema, principalmente em estudos
citolégicost*? 75 788l Nesta classificacdo, os linfomas ndo-Hodgkin s&o definidos
essencialmente de acordo com as suas células, caracterizadas pela morfologia e
imunofenodtipo, e classificados como de baixo e alto grau de malignidadel’”.

Com os avancos da imunologia e da histoquimica foi necessaria uma nova
adaptacao dos sistemas de classificacdo e assim, em 1994, o International Lymphoma
Study Group (ILSG) propds o sistema REAL — Revised European-American

Classification of Lymphoid Neoplasms!®?, que inclui como critérios de diagndstico todas

11; 73-
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as informacdes relevantes: morfologia celular e linhagem, assim como topografia e
biologia de cada neoplasia, definindo cada uma como entidade especifical®?. O sistema
de classificacdo de tumores linfoides e hematopoiéticos da OMS, baseado nos
principios da REALPS® foi uma tentativa de definir neoplasias que podem ser
reconhecidas por patologistas com as técnicas disponiveis e distinguir diferentes
entidades clinicas®®. Mesmo a OMS concorda que n&o existe uma classificagdo “gold
standard” para as neoplasias do sistema hematopoiético®®l. Os estudos de
imunofenotipagem sao rotineiros no diagnostico da vasta maioria das malignidades
hematoldgicas humanas, tanto para determinar a linhagem do processo quanto para
diferenciar processos benignos de malignos®3. A inclusdo do imunofenétipo ndo s6
permite o reconhecimento da neoplasia mas também identifica recetores, genes ou vias
que podem ser alvos terapéuticos®?. A classificacdo atual da OMS para linfomas
caninos inclui a morfologia celular, o fenétipo, a localizacdo, a arquitetura tecidual e o

seu curso clinico — linfomas agressivos ou indolentes 12 55:83-85]

Tabela 2.1 — Classificacdo de Kiel adaptada utilizada na classificagdo citologica de
linfomas caninos®®: 7,

Linfécitos Baixo De pequenas células Linfocitico
B grau Linfoplasmocitoide
Prolinfocitico
Centrocitico
Centrobldastico/Centrocitico
De células médias macronucleadas

Alto Centrobl3stico Monomérfico
grau Polimdrfico
Imunoblastico
De pequenas células Tipo Burkit

Plasmocitdide
Linfoblastico

Linfécitos Baixo De pequenas células De células claras
T grau Prolinfocitico
Pleomérfico
Micose fungdéide
Alto Pleomdrfico misto (pequenas e grandes células)
grau Pleomérfico de grandes células

Imunoblastico
Plasmocitdide
Linfoblastico (linfoma de células T precursoras)
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Tabela 2.2 — Classificacdo de neoplasias linfoides adotada pela OMS e aplicada em

animais (Fonte: Jubb, Kennedy & Palmer's Pathology of Domestic Animals, 2015)w“sl,

Imunofendtipo

Linfécitos B Precursor Linfoblastico (leucemia linfobldstica aguda)
Maduro Linfocitico de células pequenas (leucemia linfocitica crénica)

Linfocitico de células intermédias

Linfoplasmocitico
Difuso de células grandes

Anaplasico
Granulomatose linfomatodide
Folicular

Da zona marginal

Do manto
Tipo Burkit
Plasmocitico

SOE
Centroblastico
Imunoblastico
Ricoem T

Folicular grau 1
Folicular grau 2
Folicular grau 3
Nodal
Esplénica
MALT

Plasmocitoma extramedular
Mieloma multiplo

Linfocitos T Precursor Linfoblastico
e NK Maduro Nodal

Associado a enteropatia (EATL)

Extranodal

Cutaneo
(CTCL)

Leucemia linfocitica de células
grandes granulares

Dazona T

Periférico, SOE

Anaplasico grande
Angioimunobl3stico

Grandes células — EATL tipo 1
Pequenas células — EATL tipo 2
Hepatosplénico
Hepatocitotropico

Periférico, SOE
Epiteliotrépico

- Micose fungdide

- Reticulose pagetodide

- Sindrome de Sézary

N3o epiteliotrépico
Periférico, SOE

Subcutaneo “paniculite-like”
Anaplasico grande

Aguda

Crénica

SOE: sem outra especificagdo
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2.5.3. Diagnostico

2.5.3.1. Exame clinico

Todos os animais cuja lista de diagndsticos diferenciais inclua linfoma devem ser

sujeitos a um exame clinico exaustivo e cuidadoso para, além de substanciar o

diagnostico, poder avaliar a extensdo da doenca e definir o estadio clinico®,

1.

Anamnese — De extrema importancia para poder extrair informacfes relevantes
sobre os sinais clinicos, localizacdo, duracdo e extensdo da doenca. Deve incluir
perguntas para avaliar anorexia, letargia, perda de peso (aguda ou gradual),
vomitos, diarreia, dispneia, tosse, inicio da linfadenomegalia se for o caso,

identificacdo de nddulos cutaneos, paralisias, sincopes, politria e polidipsial*?

Exame fisico — Centrado na presenca e extensdo da linfodenomegalial, inclui a
palpacdo abdominal para revelar a presenca e o grau de organomegalia do figado e
baco, espessamento intestinal ou envolvimento de linfonodos mesentéricosl. A
auscultacao toracica pode sugerir a presenca de massas mediastinais e/ou derrame
pleural; o exame oftalmolégico permite avaliar se h& envolvimento ocular através de
espessamento da iris, uveite, hifema, sinequias e glaucoma, potencialmente

presentes em 37% dos linfomas multicéntricost®!.

Exames laboratoriais — Embora de resultados muito variaveis, podem auxiliar na

avaliacdo do local e extensdo da doenga. Os essenciais incluem:

e Hemograma com contagem diferencial de células sanguineas para identificar
possivel anemia, trombocitopenia, neutrofilia, linfopenia/linfocitose e presenca
de células neoplasicas circulantes, contribuindo para o estadiamento mais
correto da doencal®®,

e  Perfil bioquimico que inclua:

- Bilirrubina e enzimas hepaticas — podem denunciar envolvimento hepatico® ou
indicar uma hepatopatial®®,

- Célcio sérico — A hipercalcemia é uma sindrome neoplasica frequente nos linfomas
T2l e resulta da producéo de paratormona (PTH) pelos linfoblastos T CD4*[68],

- Niveis séricos de acido urico, potassio e fosforo - Gteis para identificar cdes em risco
de desenvolver a sindrome de lise tumoral, que pode ser desencadeada pela
quimioterapial®®: 871,

e Uriandlise — para avaliar a funcéo renal, pode evidenciar proteindria que por

vezes esta associada a forma multicéntrical®®l.

44



e Biopsia aspirativa de medula 6éssea — Embora controversa, € necesséaria para
um correto estadiamento, visto que em alguns casos a infiltragdo da medula

6ssea néo esta correlacionada com a infiltragdo sanguineal®®: 86,

4. Exames imagiolégicos — A radiologia toracica € importante para identificar massas
mediastinais, linfadenopatias toracicas, efusdo pleural e infiltrados pulmonares/©&: 861,
Embora ndo seja recomendada para o diagndstico ou exclusdo de linfomas
gastrointestinais, a ecografia tornou-se uma ferramenta indispensavel para a
avaliacdo do estadio da doenca, principalmente em érgéos abdominais. 8. Técnicas
mais sofisticadas como a tomografia computorizada, conjugada ou ndo com a
emisséo de positrbes (PET-CT), s&o os procedimentos mais utilizados em medicina
humana, 8. Na medicina veterinaria, um estudo mostrou a utilidade do uso da
fluorotimidina marcada com is6topos para detecdo de recorréncia de linfomas

caninos mesmo antes da sua detec&o clinical®®l,

2.5.3.2. Avaliacdo morfologica

A avaliacdo morfoldgica das células que constituem o tumor é essencial para o
diagnostico de linfoma®l. Pode ser realizada através de citologia aspirativa ou de anélise
histopatoldgica de bibépsias incisionais ou de linfonodos cirurgicamente removidos. Na
selecdo dos locais ou 6rgaos de colheita de amostras deve, sempre que possivel, evitar-
se linfonodos de areas reativas (e.g. linfonodos mandibulares), dando preferéncia aos
linfonodos pré-escapulares e popliteos, por serem de mais facil acesso e ndo estarem

t&0 sujeitos a estimulacdo antigénical®!

2.5.3.2.1. Citologia

Contrariamente ao que ocorre na medicina humana, a citologia € o método mais
frequentemente utilizado para o diagnéstico dos linfomas caninos®H® principalmente
por restricBes financeiras a exames mais avancados. A analise citoldgica é um método
facil de executar, barato, seguro, adequado e com elevada concordancia com os
resultados histopatoldgicos®. Atualmente muitos autores recomendam a citologia como
um método suficiente para o diagndstico de linfoma canino, especialmente se conjugada
com imunocitoquimica e/ou citometria de fluxo ®19% A colheita é realizada através da
técnica de puncao por agulha fina (PAF), com ou sem aspiracéo!®* %1, Dado que o tecido
linfoide se caracteriza por uma baixa adeséo celular, permite obter um grande ndamero

de células com morfologia preservada que, quando seguida de um processamento
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adequado, permite obter o diagndstico correto na maior parte dos casos, incluindo os

altt 7991 A citologia ganglionar permite: 1. Estabelecer um

principais subtipos de linfom
diagnéstico final, incluindo o subtipo; 2. Escolher o linfonodo mais representativo no
caso de uma subsequente bidpsia excisional; 3. Monitorizar o curso da doenca e detetar
recidivas; 4. Detetar alvos potenciais para uma terapia molecular individualizada®®!.

A avaliacdo das amostras obtidas deve incluir varios parametros, descritos na

tabela 2.3°7), para posterior classificacdo adaptada de Kiell"4: 79:80:98],
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Tabela 2. 3 — Roteiro para avaliacdo citolégica dos linfomas caninos.

Caracteristica Descrigao Observagdes
Densidade celular Avaliacdo de toda a amostra Baixa
em baixa ampliagdo Média
Alta
Homogeneidade celular Avaliacdo do grau de Baixa
homogeneidade morfolégica Média
Alta

indice mitético

Identificagdo de corpos
linfoglandulares

Fragilidade celular
Células macrofagica
Atipia celular
Tamanho celular

Forma do nucleo e localizagdo
no citoplasma

Ndmero, tamanho, distin¢do e
localizagdo de nucléolos

Citoplasma
(quantidade e cor)

Grau de malignidade

Contagem do numero de
mitoses por campo de grande
ampliacdo (40X)

Identificacdo de formacgdes
arredondadas de cor azul claro
em localizagdo intercelular
(detritos de linfocitos)
Identificacdo de nucleos nus

Identificacdo de células
binucleadas ou multinucleadas
Pequenas (1-1,5 X eritrécito)
Médias (2-2,5 X eritrécito)
Grandes (= 3 X eritrécito)
Redondo

Redondo irregular
Indentado

Uma indentacdo (clefted)
Central ou excéntrico

Unico ou multiplos

Grandes ou pequenos
Indistintos

Proeminentes
Centrais ou marginais
Escasso

Moderado
Abundante
Claro
Moderado
Escuro
Baixo grau

Alto grau

Baixo: 0-1 figura/5 campos
Médio: 2-3 figuras/5 campos
Alto: >3 figuras/5 campos
Presenca sugestiva de
neoplasia linfoide.

Indicadoras de elevado indice
apoptdtico

Circular sem Indentaces
Algumas indentacdes
Muitas indentacdes profundas

Ndo visiveis ou fracamente
percetiveis
Facilmente visiveis

Pequeno aro ao redor do
nucleo

2X o tamanho do ndcleo
Basofilia leve

Basofilia moderada
Basofilia intensa

Baixo indice mitético com
células pequenas
Moderado a alto indice
mitético e células médias e
grandes
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2.5.3.2.1. Histopatologia

As biopsias incisionais ou excisionais devem ser fixadas em formol a 10% para
avaliacao histolégica da arquitetura tecidual e para processamento através de técnicas
de imunohistoquimica*?. A avaliac&o histolégica é idealmente realizada em cortes de 2
a 4 ym corados com Hematoxilina e Eosina (HE) ou Giemsa para uma melhor
visualizagdo de caracteristicas nucleares!?.. A fragilidade particular dos tecidos linfoides
obriga a especial cuidado com as técnicas de preservacao, em especial no que respeita
a compressao tecidual, atraso na fixacdo ou desidratacdo por insuficiente quantidade
de solucdo fixadora, que podem produzir artefactos e impossibilitar o diagndstico
correto*?l, E essencial identificar as areas com boa preservacdo da morfologia celular,
porguanto a boa analise se baseia na arquitetura tecidual, tamanho celular e indice
mitético™?. Depois de diferenciar um padréo difuso de um folicular, é necessério avaliar
o tamanho celular predominante, através da compara¢do dos seus ndcleos com o
tamanho dos eritrécitos, e o indice mitético que é determinado pela média de figuras
mitéticas em 10 campos de alta resolucao (40x), selecionando-se as areas de maior

atividade mitotical*?..

2.5.3.3. Imunofenotipagem

A imunofenotipagem é fundamental para o diagnostico correto dos linfomas visto
que os linfécitos podem ser morfologicamente semelhantes mas fenotipicamente
heterogéneos™?, como explicado anteriormente. Pode ser realizada em amostras
citologicas ou histoldgicas e baseia-se no uso de anticorpos para identificar proteinas e
moléculas em células e tecidos®.

Existem basicamente dois métodos para revelar a presenca do antigénio: o
método direto, em que o indicador (label) se liga diretamente ao anticorpo primario o
qgual se ligou ao antigénio; e o indireto, onde a marcacdo é feita por um anticorpo
secundario®. E ainda possivel o recurso a sistemas de amplificacdo, praticamente
universais nos dias de hoje, que anexam um polimero ao anticorpo secundario,
aumentando o nimero de reacdes cromogéneas, o que permite aumentar a intensidade
do sinal (colorac&o)®®®l,

Na grande maioria dos estudos em animais domésticos utiliza-se a combinacéo
de dois anticorpos: anti-CD3 para detetar células T e anti-PAX5M1% anti-CD20 ou anti-
CD79a para localizar células B2, Outras moléculas utilizadas como adjuvantes no
diagnéstico dos linfomas caninos podem incluir: anti-CD45 (antigénio comum de

linfocitos), anti-CD18 (para diagndstico diferencial com tumores histiociticos), anti-CD34

48



(blastos), anti-BCL-2 (células do manto), MIB1 (proliferacao celular), granzima B (células
T), anti-CD10 (precursor linfoide), anti-BCL-6 (células do centro germinativo), anti-MUM-

1 (plasmocitos), anti-CD-4 (células T auxiliares), anti-CD-8 (células T citotoxicas)®l.

2.5.4. Estadiamento

Clinicamente os linfomas séo categorizados em cinco estadios definidos pela
OMSROU. Os dois primeiros estadios referem-se aos casos em que o linfoma esta
limitado a um unico linfonodo ou ao tecido linfoide de um 6rgéo singular (estadio 1), ou
a multiplos linfonodos de uma regido (estadio Il). Classificam-se em estadio Il os
pacientes com envolvimento ganglionar generalizado e em estadio IV quando é
demonstrado envolvimento de figado e/ou baco. O estadio V engloba todos os animais
com manifestacdes sanguineas e/ou envolvimento da medula 6sseal® 8. Cada estadio
€ por sua vez sub-classificado conforme o paciente apresente ou nao sinais clinicos,
utilizando-se o sufixo a para indicar auséncia e b para indicar a presenca de sinais

clinicos como febre, perda de peso, prostracéo, e hipercalcemia®.

2.5.5. Tratamento

A abordagem terapéutica aos pacientes com linfoma é determinada pelo estadio
e sub-estadio da doenca, a presenca ou auséncia de sindromes paraneoplasicas, 0
estado fisioldgico geral do animal, a capacidade financeira e temporal dos proprietarios,
além da sua disponibilidade em lidar com possiveis efeitos secundarios do tratamento
Bl Como a maioria dos linfomas caninos é diagnosticada em fases avancadas, a maior
parte dos cdes sem tratamento morre em 4 a 6 semanas'®. Com algumas excecdes, 0s
linfomas sdo considerados doencas sistémicas, requerendo quimioterapia sistémica,
geralmente com combinacbes de farmacost®l.

Apesar de nos ultimos 20 anos terem sido propostos varios protocolos de
tratamento do linfoma canino, com metodologias varias e resultados frequentemente
dificeis de comparar devido a diversidade metodoldgica, os tratamentos quimioterapicos
mais utilizados na pratica clinica oncolégica baseiam-se no uso de quatro moléculas:
ciclosfofamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona (CHOP): & 7475 102-104] ' Egteg
protocolos convencionais permitem obter remissdo na maior parte dos casos, com taxas
que se aproximam dos 90%. Contrariamente ao tratamento do linfoma humano, os
objetivos principais da quimioterapia de linfomas caninos séo induzir uma remissao o
mais completa e duradoura possivel e reinduzir remissdo quando o linfoma recidiva ou

se torna resistente aos farmacos utilizados nas primeiras remissdes, desta forma
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prolongando a sobrevida do animal com uma razoavel qualidade de vida durante o
tratamentol”). Embora estes principios sejam validos para todos os tipos histolégicos, os
linfomas indolentes costumam ter uma resposta incompleta ao protocolo CHOP, embora
este proporcione uma maior sobrevida, frequentemente requerendo protocolos

continuos de manutengéo [84: 851051,

> Além da quimioterapia

Tém sido estudadas outras terapias, aliadas ou ndo a quimioterapial”l. Com as
possiveis excecdes dos linfomas solitarios, solitarios extranodais e primarios
esplénicosl® 56:1%1 3 cirurgia ndo esta indicada. Obviamente que a possibilidade de
tratamento cirdrgico implica a demonstracdo de que o paciente se encontra em estadio
l.

Alguns estudos sugerem que a radioterapia pode ser utilizada para o tratamento
dos linfomas, em particular nos casos de envolvimento ganglionar em estadio | ou lesbes
extra-nodais solitarias. Alguns autores propdem ainda protocolos de irradiacdo total
(half-body RT) subsequentes a remissdo por quimioterapia, com o0 objetivo de
consolidacéo ou manutencéo [107:108],

Nas ultimas décadas tém surgido propostas de tratamento imunoterapico, na
sequéncia dos resultados obtidos no tratamento de linfomas n&o-Hodgkin humanos.
Estas terapias desenvolveram-se em torno de duas estratégias: imunoterapia de alvo
molecular e vacinas anti-tumorais!®® 91109111 A terapia de alvo molecular, que inclui
anticorpos monoclonais (mAbs) e inibidores da tirosina cinase (TKIs), utiliza agentes
gue bloqueiam mecanismos especificos envolvidos na transformacdo maligna e
progressdo tumoral, sendo por isso mais seletivos e eficazes*?®. Os anticorpos
monoclonais caninos para CD20 e CD52 receberam recentemente licenca (total e
condicional, respetivamente) para o tratamento de linfomas caninos B e T,
respectivamentel’s 109-111],

Outra area crescente € o das vacinas autélogas, que tém demonstrado prolongar

o intervalo livre de doenca e o tempo de sobrevida em cdes com linfomal” 111-113],

2.5.6. Progndstico

Muitos fatores condicionam o prognéstico dos linfomas caninos: localizacéo
anatomica, estadiamento e sub-estadiamento clinico, classificacdo histoldgica,
imunofendtipo, curso clinico (indolente/agressivo), protocolo quimioterapico utilizado e

tempo de instituicdo do tratamento, assim como a resposta inicial do paciente ao

tratamento, desenvolvimento de resisténcia quimioterapica e até mesmo o sexo & 751031,
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2.5.7. Aspetos epidemioldgicos

A verdadeira incidéncia de linfomas caninos é dificil de determinar visto que
muitos cdes sao diagnosticados e tratados por veterinarios que ndo fazem uso de um
registo de cancro animal> 4, Foi estimado que os linfomas caninos representam
aproximadamente 90% das neoplasias hematopoiéticas, com uma incidéncia calculada
de 21,7 casos para 100.000 cdesl’l. Outro estudo revelou uma incidéncia ajustada para
a idade de 107 casos para 100.000 cdes, superior a dos seres humanos™®l,
Aparentemente a incidéncia parece estar a aumentar em ambas as espécies, sendo o
segundo cancro mais frequente nos cédes, apenas atras das neoplasias mamarias!!.

Os linfomas afetam principalmente cdes de meia-idade a velhos (idade média de
6 a 9 anos)® e, tal como nos humanos, ha uma maior incidéncia nos machos, tendo
sido ainda reportado um risco mais baixo em fémeas intactas quando comparadas com
fémeas esterilizadas*®).

Alguns estudos mostram que algumas ragas tém um risco significativamente
maior de desenvolver linfomas como os Boxers, Bull mastifs, Basset hounds e Sé&o
Bernardosi*'"*21l sugerindo que foram introduzidos e/ou perpetuados fatores de risco
hereditarios em racas especificasl’l. Acresce que algumas delas tém predisposicdo para
o desenvolvimento de subtipos especificos ', como é o caso dos Boxers em que 85%
sdo de células T, apesar de este tipo representar 25% a 35% de todos os linfomas
caninosl’ 119121 Em contraste, os Basset Hound e Cocker Spaniel quase sempre
desenvolvem linfomas B, enquanto os Golden Retriever tendem a desenvolver
frequéncias iguais para linfomas B e T Os cdes sem raca definida, assim como a
maioria dos cées de raca e os humanos, desenvolvem linfomas B em cerca de70% dos

casosl’ % 741,

2.5.8. Fatores de risco

Vérios fatores ambientais e de estilo de vida tém sido associados ao
desenvolvimento de linfomas n&o-Hodgkin (LNH) em humanos e nos cées*??,
parecendo influenciar tanto os linfomas no geral quanto a incidéncia de alguns subtipos

[123:124] Em seguida s&o descritos os fatores de risco relatados na literatura internacional.
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Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
ldade v v [12; 125; 126]

Envelhecer é um forte fator de risco para linfomas, mais prevalentes nos
humanos acima dos 60 anos e em cédes acima dos 8 anos. As razfes para este facto
tém sido atribuidas a uma diminuicdo da funcdo imune e uma possivel maior

suscetibilidade a infe¢fes, levando a uma estimulagéo crénica do sistema imunolégico.

Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
Sexo e hormonas sexuais v v [116:127]

De acordo com os dados do SEER (Surveillance Epidemiology and End Results)
do Instituto Nacional do Cancro dos Estados Unidos da América, o risco de desenvolver
linfomas é menor nas mulheres, mas a incidéncia nestas aumenta apos o0s cinquenta
anos, no momento da chegada da menopausa, sugerindo que as hormonas femininas
podem exercer um efeito protetor para os LNH. Esse efeito também foi estudado nas
cadelas, com uma conclusdo similar, baseada no facto de as fémeas inteiras

apresentarem menor risco.

Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
Raca v v [119-121;125;128;129]

Apesar de a incidéncia de LNH ter sido historicamente mais alta nos seres
humanos brancos do que nos negros, tém sido recentemente observados aumentos
desproporcionais neste Ultimo grupo. Também nos caes, algumas racas como Boxer,
Rottweiller e Bull mastif apresentam um maior risco para desenvolverem linfomas, com

diferencas dependentes da regido geografica do estudo.

Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
Localizagdo geogréafica v 4 [23;74;125]

Tém sido observadas diferencas substanciais na incidéncia e distribuicdo de
muitos subtipos de LNH através de diferentes regides geograficas. Nos seres humanos,
os linfomas foliculares sdo mais comuns nos paises ocidentais do que em outras
regibes. A Asia apresenta uma incidéncia geral de LNH relativamente baixa, porém s&o
frequentemente de alto grau, linfomas T periféricos e primarios extranodais, enquanto
na China s&o observadas maiores taxas de linfomas gastrointestinais e em Africa o

linfoma de Burkit endémico representa uma propor¢ao substancial.
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Em cées a grande maioria dos estudos refere uma maior prevaléncia de linfomas
B embora em algumas regifes, como a area de Sao Paulo no Brasil, exista uma maior

prevaléncia de linfomas T.

Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
Exposicdo a produtos quimicos 4 4 [130-134]

A exposicdo a quimicos tem sido proposta como responsavel pelo aumento de
mutacdes genéticas e alteracdo da imunidade celular. Estas substancias podem ainda
provocar um efeito sistémico imunossupressor, que pode interferir como a normal
imuno-vigilancia. O acido diclorofenéxiacético (2,4D) é um herbicida que tem sido
associado ao aumento de 50-200% de LNH em humanos. Também os linfomas caninos
foram associados a proprietarios que utilizavam o 2,4D como pesticida em propriedades
rurais. A exposi¢cdo a hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HAP), uma classe de
quimicos formados durante a combustdo incompleta de materiais orgéanicos, como por
exemplo combustiveis fésseis dos veiculos, dos cigarros e das madeiras, foi associado
a um maior risco para o desenvolvimento de linfomas T em caes. A exposicdo a
solventes e bifendis também foi associada ao aumento do risco de alguns subtipos de
LNH em humanos.

Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
Tabagismo v v [3;125;135-137]

O hébito tabagico tem sido associado a alteragfes do sistema imune pelo facto
de o seu fumo conter substancias comprovadamente leucemogénicas. No entanto, a
maioria dos estudos epidemiolégicos ndo suporta uma associacdo forte entre fumar e
LNH, embora alguns estudos sugiram uma correlacéo positiva entre o habito tabagico e

o risco de LNH folicular.

Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
Campos magnéticos v [138-142]

A exposicdo a campos magnéticos em humanos esté relacionada com um maior
risco de desenvolver leucemias e ndo ha estudos que associem aos linfomas. Ja nos
cdes, um estudo caso-controlo revelou que cdes que moram em casas com correntes

elétricas muito altas apresentaram um risco maior de desenvolver linfomas.
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Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
Radiacbes v [1;130;143]

Embora a maioria dos estudos proponha que a exposi¢édo a radiagfes ionizantes
esta associada ao risco de leucemia em humanos, alguns estudos evidenciaram uma
associacao entre exposicdo aos raios ultravioleta e risco aumentado de LNH.

A exposicdo doméstica ao radao, um gas que emite particulas alfa, beta e gama
e que se liberta dos solos e rochas, € o segundo fator de risco mais importante para o
cancro de pulmao e um estudo revelou que esta exposicdo aumenta em 7% o risco de
LNH em meninas com menos de 20 anos.

Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
Poluicéo atmosférica 4 v [36;117;144-149]

Muitos estudos associam o LNH em humanos e caninos a poluicdo atmosférica
em diferentes ambientes tais como: areas industriais, zonas proximas a estradas e

incineradoras de lixo.

Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
Ocupagbes v [150;151]

Alguns estudos evidenciaram um maior risco de LNH entre agricultores,
trabalhadores pecuérios, professores primarios, pintores, marceneiros, talhantes e
mecanicos.

Também os trabalhadores da industria petroquimica com mais de 10 anos de
ligacdo a producédo e polimerizacdo de cloreto de vinilo apresentaram um risco maior de

desenvolvimento de LNH, com um periodo de laténcia de 20 anos.

Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
Doencas autoimunes v [130]

A associagdo entre doengas autoimunes e LNH em humanos tem sido
frequentemente descrita, em particular nos casos de Sindrome de Sjogren, artrite

reumatodide e doenca celiaca.
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Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
Infecbes v [150;152]

S&o bem conhecidos os agentes infecciosos passiveis de causar LNH em seres
humanos, que incluem o virus da imunodeficiéncia humana (VIH), virus Epstein-Barr
(VEB), virus T-linfotropico humano (HTLV-1), herpesvirus humano 8 (HHV-8), virus da

hepatite C, Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, Chlamydia psittaci e Borrelia

burgdoferi.
Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
Peso/condicéo corporal v [153-157]

Um estudo de coorte na Suécia mostrou que as mulheres obesas tém um maior
risco para o desenvolvimento de LNH e que a obesidade moérbida parece aumentar o
risco de linfoma B difuso. O indice de massa corporal parece estar também associado
a maior risco e mortalidade de LNH.

Nos cées, a associacdo entre obesidade e risco de linfomas néo foi confirmada.

Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
Dieta v [150;158]

Uma dieta rica em frutas e vegetais, particularmente vegetais cruciferos e fibras,
mostrou estar associada a um baixo risco de LNH humano. Dietas com elevados teores

de gorduras e hidratos de carbono tém sido associadas ao desenvolvimento de LNH.

Fatores de Risco Humanos Caninos Referéncias
Genética v [125;150]

O crescimento tendencial da incidéncia de LNH é provavelmente resultado de
fatores ambientais e/ou estilos de vida, mas as inconsisténcias encontradas em
diferentes estudos permitem admitir uma importante influéncia de fatores genéticos na
associacdo entre os fatores de risco ambientais e o desenvolvimento de LNH. Alguns
estudos identificaram alteracdes polimorficas em alguns genes, associadas as

respostas a fatores ambientais!.
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2.6. Linfomas ndo-Hodgkin no mundo

Ha décadas que os estudos epidemiolégicos tém revelado um aumento na
incidéncia mundial de LNH™%, O LNH é mais frequente nos paises desenvolvidos, como
ilustrado na figura 2.4, com altas incidéncias nos Estados Unidos, Australia, Nova
Zelandia e Europa, e baixas incidéncias na Asial® 5% 169 Mundialmente, o LNH
representa o décimo cancro mais diagnosticado enquanto que nos paises
desenvolvidos sobe para sétimo lugar'®®, Segundo dados estimados do IARC, a
incidéncia padronizada mundial de LNH é de 9,8 (casos/100.000 habitantes), 11,9 para
homens e 8,0 para mulheres!®!,

O subtipo mais comum em paises desenvolvidos &, de longe, o linfoma difuso
de grandes células B (DLBCL) e o linfoma folicular®®. Todos os outros subtipos
representam menos de 1% do total de casos diagnosticados**®.. Em oposic&o, na Asia
h& um predominio de linfomas de células T&*59,

A maioria dos subtipos é caracterizada por uma maior propor¢do de homens,
principalmente nos linfomas do manto (70%), enquanto as mulheres predominam nos

linfomas foliculares!*®°!.

Incidence ASR

Both sexes

e Non-Hodgkin lymphoma
7.0+

5.4-7.0

4154

2641

Jomnn

No Data

Figura 2.4 — Linfoma ndo-Hodgkin no mundo. Distribuicdo geografica mundial da
incidéncia padronizada pela idade (ASR) do linfoma ndo-Hodgkin (fonte: GLOBOCAN 2012,
IARC).
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2.7. Porto e Sao Paulo

2.7.1. Porto

Portugal tem aproximadamente 10 milhdes de habitantes?®! 1621 e g décima
maior incidéncia de LNH de entre os 27 paises da Unido Europeia, com taxas de
incidéncia padronizadas de 15,4 casos para 100.000 habitantes (mulheres: 10,8;
homens: 12,9) 83 O Distrito do Porto, situado na regido Norte (NUT Il), apresentou em
2010 uma taxa de incidéncia padronizada de 11 casos por 100.000 habitantes
(mulheres: 10; homens: 13)162],

O Grande Porto é uma sub-regido da area metropolitana do Porto, com uma
populacéo total de 1.287.282 habitantes (censo 20111%), uma area de 814,52 km? e
uma densidade demografica de 1580 habitantes/km? 264 E constituida por nove
concelhos: Espinho, Gondomar, Maia, Matosinhos, Porto, P6voa de Varzim, Valongo,
Vila do Conde e Vila Nova de Gaial'®.,

O Grande Porto conta com uma frota de aproximadamente 900 mil veiculos,
apresentando uma relacdo de 2,4 habitantes por veiculo®®. As principais vias de
acesso sdo a VCI (Via de Cintura Interna - IC23), uma autoestrada em forma de anel
gue contorna a zona central do Porto, com uma circulacéo de 130 mil veiculos por dia,
e a Circunvalagdo (EN12) que circula a regido do Grande Porto*%¢l, Um estudo recente
da Universidade do Porto procurou identificar as fontes de hidrocarbonetos policiclicos
(HAP) na cidade e identificou que as emissGes automdveis de gasoleo sao a sua fonte
principal. Também as emiss6es de aquecimento residencial e da refinaria de petréleo
em Matosinhos foram identificadas como contribuintes para os niveis de HAP na
respetiva area 2.,

Até a atualidade ndo ha dados na literatura sobre a incidéncia de LNH no
Grande Porto nem na cidade do Porto. Segundo um estudo realizado por Almeida
(2012)4, Portugal apresentou uma maior prevaléncia de linfomas caninos de células B

(69%), com 84% dos casos classificados como multicéntricos, sendo as racas Boxer,

Cocker spaniel e Rottweiler as mais acometidas.

2.7.2. Sao Paulo

O Municipio de Sao Paulo conta com uma populacdo de mais de 11 milhdes de
habitantes de acordo com o censo realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e

Estatistica (IBGE 2011), concentrando mais de 50% da populacdo da Regido
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Metropolitana de Sdo Paulo, 0 que representa pouco mais de 6% da populacdo do
Brasil?. Ocupa uma éarea de 1.522,986 km?, dividida em 31 subprefeituras e 96 Distritos
Municipais. Apresenta uma populacdo acima dos 65 anos de 915.133 habitantes o que
representa 8,1% do total®®!l. A sua populacio é predominantemente urbana (99%) e os
seus habitantes tém as mais diferentes origens étnicas: italiana, portuguesa, japonesa,
espanhola e libanesa®!l,

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a regido metropolitana de S&o Paulo
esta na 268° posicdo no ranking das cidades mais poluidas do mundo. A cidade de Sé&o
Paulo possui uma alta concentracdo de poluicdo atmosférica, causada principalmente
por cinco milhdes de automoéveis e um milhdo de motocicletas, semelhantes a outras
grandes cidades do mundo (México e New York)*® 42 As principais avenidas de S&o
Paulo tém uma circulacdo de aproximadamente 500.000 veiculos/dial*®. Os registos de
poluicdo do ar mostram que a cidade é altamente poluida por particulas de diversos
tamanhos, como PMz;s (material particulado com tamanho de 2,5 um) e PMio (material
particulado com tamanho de 10 x m), ambos oriundos principalmente de veiculos™®. Na
area do centro expandido da cidade de S&o Paulo é possivel encontrar a maior
concentracdo de poluentes (CO, NO2 e PM1o), consequéncia do intenso trafego*el,

As neoplasias malignas figuraram entre as principais causas de morte no periodo
de 1980 a 2010 para ambos 0s sexos, no Municipio de S&o Paulo?!. Em 2010, o
aumento da mortalidade proporcional por cancro e a queda dos o6bitos por causas
externas contribuiram para a alteracéo do perfil de mortalidade em ambos os sexos e 0
cancro passou a ocupar o 2° lugar (18,8% para homens e 21,8% para mulheres) entre
as principais causas de Obito no Municipio, precedido apenas pelas doencas do
aparelho cardiovascular (31% para homens e 34,8% para mulheres)?l,

A taxa de incidéncia padronizada para a idade de LNH no municipio de Séo
Paulo, entre 2001 e 2005, era de 10,2 casos para 100.00 habitantes (homens) e 9,06
para mulheres'®’, Em 2016 estima-se uma taxa bruta de incidéncia de 8,68 (homens)
e 9,69 (mulheres)67],

Entre 1997 e 2008, os linfomas nao-Hodgkin representaram o sétimo cancro
mais comum nos homens (2,69%) e o décimo nas mulheres (2,15%)?Y. A maior
prevaléncia dos casos (53,9%) é em homens com uma média de idade de 58 anos, com
predominéncia do fenétipo B, sendo o linfoma B difuso o subtipo mais comum (49,45%),
seguido do linfoma folicular (7,69%).22l

Em relacdo aos linfomas caninos, segundo o estudo realizado por Kimura et al.
(2012) na Universidade de S&o Paulo com os dados de 65 diagnoésticos entre 1995 e

2009, ha uma maior prevaléncia de linfomas de células T (85%)%%. Os cées sem raca
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definida foram os mais representados (43%) seguidos pelos Boxers (14%) e Pastores
Alemies (11%)2%. A média de idade foi de 8,7 anos e a forma mais frequente a
linfadenopatia multicéntrica (37%) seguida por extranodal (23%), cutanea (20%),

alimentar (18%) e mediastinica (2%)2°,

2.8. Registo de Cancro Animal

Para uma correta avaliacdo da ocorréncia do cancro e possibilidade de
validacdo das comparacbes entre populacbes e espécies ao longo do tempo é
necessario que cada caso seja registado!*®l. Esta é a funcéo primaria dos registos de
cancro, peca fundamental para a oncologia comparada®*®®. Os dados de cada registo
fornecem, quando reunidos e estudados, um suporte essencial em estudos de
causalidade, prevencao, diagnoéstico, sobrevida e qualidade de vida dos pacientes,
influenciando e direcionando estratégias de satde publical*®®. Entretanto, é necessario
um enorme esforco e uma colaboragdo nacional e internacional para que os dados
estejam padronizados e possam gerar resultados fidedignos!*6e!,

A histéria dos registos de cancro humano evidencia que nao foi e nem é uma
tarefa facill*®®, Desde o primeiro censo sobre o cancro, realizado sem éxito em Londres
em 1728, e apls muitas tentativas em diferentes paises ao longo dos anos, foi s6 depois
de uma notavel conferéncia em Copenhaga em 1946 com diversos especialistas que o
registo de cancro humano ganhou mais for¢a*®. Em 1965, a Organizacdo Mundial de
Salde estabeleceu a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o cancro (IARC) e, no
ano seguinte, foi criada a Associacdo Internacional de Registos de Cancro (IACR)
ganhando forca e unindo os mais de 200 registos espalhados pelo mundo®9],

Os registos de cancro em animais de companhia estdo na fase inicial do seu
desenvolvimento. Além de serem poucos, sofrem de uma falta de padronizacéo,
comunicacdo e colaboracdo entre sil'®l. Muitas tentativas tém sido feitas ao longo dos
anos em diferentes paises: o Registo de Cancro Animal Dinamarqués, estabelecido em
2005; o Registo de Cancro Canino Noruegués, estabelecido em 1990; o Registo
Epidemiolégico de Cancro em Animais de Companhia de Guelph (CAnCER), lancado
em 2010 no Canada*®®: e o Registo de Cancro Animal de S&o Paulo (RCA-SP), o
primeiro da América Latina, que iniciou a colheita de dados em 2012 em varios centros
de atendimento veterinario no municipio de S&o Paulol’?. S&o conhecidos outros
esforcos locais para recolher dados e criar estimativas de base populacional sobre a
incidéncia de cancro nos animais de companhia, embora a maioria tenha tido um

periodo de vida curto devido principalmente a questdes financeirast6®l,
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3.

OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

3.1.1. Oncologia comparada
s Comparar dados de linfomas n&o-Hodgkin humanos com linfomas

caninos no Grande Porto;
e Epidemiologia descritiva do linfoma em ambas espécies;

o Verificar a existéncia de associacdo geografica na distribuicdo

de casos pelos municipios;
e Verificar o conceito de “sentinela” dos caes com linfomas.

3.1.2. Perspectiva “One Health”
+»+ Porto, Sdo Paulo e os fatores ambientais

e Comparar dados de linfomas caninos do Grande Porto com os do
municipio de Sao Paulo e investigar semelhancas e diferencas nos

potenciais fatores ambientais de risco.
3.2. Objetivos especificos
3.2.1.Estudo imunocitoquimico de linfomas caninos no Distrito do Porto
3.2.2. Estudo imunohistoquimico de linfomas caninos no Distrito do Porto

3.2.3.Estudo de fatores de risco de linfomas caninos — Questionario

epidemiolégico

3.2.4.Estudo da implantacdo de um Registo de Cancro Animal em Portugal
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ESTUDOS, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CAPITULO | - Estudo imunocitoquimico de linfomas caninos no Distrito

do Porto

4.1.1. Consideracdes Gerais

De acordo com o descrito na revisdo da literatura (capitulo 2), o diagndstico
citolégico dos linfomas caninos é, de longe, 0 meio diagnéstico mais realizado na prética
clinica veterinaria. Em virtude das limitacdes da pratica clinica e principalmente da
disponibilidade financeira dos proprietarios, esta técnica € bem aceite devido ao elevado
custo-beneficio e ao facto de néo ter de se submeter os cées a anestesia, encarecendo
e aumentando os riscos clinicos associados.

Visto isso, 0 objetivo desta sec¢do do doutoramento foi realizar o estudo
imunofenotipico em amostras celulares dos casos suspeitos e/ou ja confirmados de
linfomas caninos, utilizando técnicas laboratoriais semelhantes ao procedimento de
imunohistoquimica ja realizado rotineiramente no laboratério do servico de Patologia
Veterinaria do ICBAS — UP. Com a implementacdo desta técnica seria possivel, fornecer
um diagnostico mais detalhado das caracteristicas fenotipicas dos linfomas, auxiliando
assim o médico veterinario na tomada da decisdo terapéutica mais indicada, e aumentar
os dados para o estudo epidemioldgico dos linfomas caninos e seus potenciais fatores
de risco.

O estudo contemplou o uso de trés anticorpos, CD3, PAX5 e Ki67, este Ultimo
para verificar o comportamento bioldgico das neoplasias.

Os cédes estudados foram provenientes do Hospital Veterinario do ICBAS —
UPvet, com a colaboracdo da Doutora Liliana Martins; reencaminhados pelo CEDIVET,
com a colabora¢@o do Dr. Hugo Carvalho e da Doutora Nazaré Pinto da Cunha; do
Centro Hospital Veterinario — CHV, com a colabora¢do do Doutor Hugo Gregério; do
Hospital Veterinario de Referéncia Montenegro, com a colaboracdo do Dr. Filipe
Oliveira; do Hospital Veterinario do Porto, com a colaboracdo do Dr. Gongalo Petrucci.

Os resultados foram apresentados durante o Congresso da ESVONC
(European Society of Veterinary Oncology) de 2017 em Lyon, Franca e publicados na

Revista Veterinary World, 2017 (11), que se reproduz a seguir.
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Immunocytochemical study of canine lymphomas and its correlation with
exposure to tobacco smoke
K. C. Pinello?, M. Santos?, L. Leite-Martins?, J. Niza-Ribeiro®>* and A. J. de Matos®

1. Department of Veterinary Clinics, Institute of Biomedical Sciences Abel Salazar,
University of Porto, Porto, Portugal; 2. Department of Microscopy, Institute of
Biomedical Sciences Abel Salazar, University of Porto, Porto, Portugal; 3. Department
of Population Studies, Institute of Biomedical Sciences Abel Salazar, University of
Porto, Porto, Portugal; 4. EPI Unit, Institute of Public Health, ISPUP — University of
Porto, Porto, Portugal; 5. Animal Science and Study Centre, Food and Agrarian
Sciences and Technologies Institute, University of Porto, Porto, Portugal.

Abstract

Aim: Canine lymphoma is one of the most common canine neoplasms, but little is known
regarding the effects of exposure to tobacco smoke on their biologic behavior. As
cytology is the most frequent diagnostic method of canine lymphoma, the aims of this
study were to perform an immunocytochemical study of canine lymphomas, including
subtyping and cell proliferation analysis, and to establish their correlation with tobacco

smoke exposure.

Materials and Methods: A total of 23 dogs diagnosed with lymphoma were subjected
to careful fine-needle biopsies of enlarged lymph nodes. The smears were air-dried, fixed
with cold acetone, and immunocytochemically stained using CD3, PAX5, and Ki-67.

Owners were requested to complete an epidemiologic questionnaire.

Results: According to the updated Kiel classification, 65% were B-cell lymphomas -
three low grade (LG) and 12 high grade (HG) and 35% were T-cell - two LG and six HG.
Thirteen tumors presented high Ki67 indexes (>40%) (11 HG and 2 LG), two revealed
moderate ones (20-40%) (1 HG and 1 LG), and three had low indexes (£20%) (1 HG
and 2 LG). Both a significant positive correlation and a significant linear-by-linear
association (p=0.018) were observed between high Ki67 indexes and smoking owners
(r=0.753, p=0.002) as well as with the number of smokers in the household (r=0.641,

p=0.001). Moreover, the mean percentage of Ki67 " cells from the group of “smoker

owners” was statically higher (p=0.011) than that from the “non-smoker owners.”

Conclusion: The results suggest that cytological diagnosis of canine lymphomas
benefits from being complemented with immunocytochemical studies that include
subtyping and assessment of proliferative activity, both contributing for the prognosis
and therapeutic planning. Furthermore, exposure to tobacco smoke seems to be related
to the biological behavior of canine lymphomas.

Keywords: canine lymphoma, immunocytochemistry, proliferation, tobacco smoke.
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Introduction

Lymphomas are a wide and motley group of neoplasms which includes several
subtypes with distinct clinical and epidemiological characteristics [1]. They represent one
of the most common neoplasms of the dog, comprising approximately 7-24% of all neo-
plasms in this species [2]. The increasing frequency of canine lymphomas [2,3] mimics
a trend in human oncology in which non-Hodgkin’s lymphoma (NHL) represents 5% of
all new cancer cases, currently being one of the top five leading cancer-related deaths
[4]. Dogs and humans are close companions and thus subjected to similar indoor and
outdoor environmental influences. Therefore, epidemiological studies using dogs as
sentinels provide an opportunity to assess the effects of environmental factors on the
biologic behavior of cancer [5,6].

Contrary to human medicine, and often due to financial constraints, cytology plays
a key role in the diagnosis of canine lymphoma [3]. The cytological analysis is a suitable,
easy, and inexpensive diagnostic method, which is in agreement with the histological
classification of most subtypes [3]. According to our experience, more than 70% of
lymphoma diagnoses in dogs are achieved through cytology (unpublished data). A recent
publication [7] calculated that 90% of all canine lymphoma diagnoses were obtained
using cytology. Although immunocytochemistry (ICC) [8] was studied in the past
decades, it has not been routinely included in the diagnostic approach of canine
lymphomas [9,10].

The updated Kiel classification adapted to the canine species [11] is the most
frequently used classification scheme for the cytological diagnosisof canine lymphomas
[9,11-13]. Lymphomas are essentially classified on the basis of cell morphology and
immunological characteristics and subtyped according to the fundamental distinction
between phenotypes (B or T) and malignancy grades (low or high) [13]. Such evaluations
allow for a 90% accurate characterization [5,10,14]. As in human medicine, the
classification of lymphomas is an important prognostic tool [12,15,16] since, if left
untreated, high-grade (HG) lymphomas have significantly higher mortality rates than low-
grade (LG) ones [17]. Yet, the former responds better to aggressive chemotherapeutic
protocols, sometimes even achieving complete remissions [18]. There are, however,
variations in survival rates within similar subtypes and grades, suggesting that an
individual accurate prognosis may benefit from additional evaluations, such as the
analysis of proliferative activity at the time of diagnosis [9,18].

Epidemiological studies of companion animals have been increasing, defining the

dog as a sentinel [19] of potential risk factors for human health, mainly due to shared
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environments, shorter disease latency, and spontaneous diseases as lymphomas [6,20-
23]. Several environmental and lifestyle factors were associated with human NHL [24],
and these seem to influence both the overall and subtypes incidences [1,25]. One of
these factors is the exposure to cigarette smoking, which represents a risk factor
primarily for follicular lymphomas in human patients [26]. Some studies have shown
different risk factors for the development of canine lymphomas such as breed [27], sex
and hormonal exposure [28], Bartonella infection [29], oxidative stress [30], household
chemicals [6,31], herbicides [32], magnetic fields [33], and air pollution [5,19-21,34]. It is
noteworthy, though, that no environmental factors were related to the biological behavior
of spontaneous canine lymphomas.

Epidemiological data evidenced a correlation between tobacco smoking and
numerous human cancers [35]. Furthermore, new insights emerged regarding second-
hand smoking, also named “environmental tobacco smoke” (ETS), “passive smoking,”
or “involuntary smoking” [36], as well as third-hand smoking (THS) [37]. ETS consists on
inhaling both the smoke exhaled by smokers and the sidestream smoke produced by the
burning cigarette that contains the same carcinogenic compounds inhaled during active
smoking [38]. In addition, when someone smokes, several nicotine-like contaminants are
exhaled and settle down on various household surfaces and objects (carpets, table tops,
utensils, and furniture), remaining there for weeks or months [37]. These are later
reemitted in a gas phase, reacting with oxidants and other environmental compounds, a
phenomenon that characterizes the THS [37]. Companion animals are undoubtedly
second-hand smokers [39], and most certainly, third-hand smokers when sharing the
household with smoking owners. As “active sniffers,” dogs are even more exposed to a
wide range of potential chemical carcinogens that easily surpass the exposure to which
human adults or children are subjected.

Although human studies suggested a positive association between tobacco
exposure and the risk of follicular NHL [38], veterinary studies on the effects of tobacco
smoke on lymphomas are inexistent.

The aim of this study was to assess the role of the immunocytochemical
evaluation of canine lymphomas in the improvement of current routine diagnosis.
Furthermore, another goal was to identify associations between exposure to several
environmental factors, including exposure to tobacco smoke, lymphoma subtypes, and

their biological behavior.
Materials and Methods

Ethical approval
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The study was approved by the Bioethics Committee of the Institute of Biomedical
Sciences Abel Salazar of the University of Porto (ORBEA-ICBAS-UP).

A prospective series of 23 dogs with a cytological diagnosis of lymphoma was
considered. From each dog, lymph node cytological specimens were collected for
diagnostic purposes. Owners were informed about the aims and methods of the study
and signed an informed consent form. Dogs that had received previous chemotherapy

were excluded from the study.

Immunocytochemistry

Fine-needle aspiration biopsies, or just fine-needle biopsies (FNB), were obtained
using a 2l1-gauge needle without aspiration. The material inside the needle was
immediately smeared using a 10 ml disposable plastic syringe and air-dried. A minimum
of six smears per enlarged lymph node were produced. Submandibular lymph nodes
were avoided, whenever possible because their drainage of the oral cavity consistently
yields marked hyperplastic features [40]. For diagnostic purposes, a minimum of two
smears were stained with Hemacolor (Merck, Darmstadt, Germany). Lymphoma was
diagnosed when the normal heterogeneous population of lymphocytes was replaced by
predominantly immature and/or monomorphic lymphoid cells [41,42].

For the immunocytochemical assays, smears were dried, fixed in cold acetone for 2
min, stored at 2-6°C, and processed within 48 h. Immunocytochemical stains were
conducted with commercially available antibodies: The pan T-lymphocyte marker
(polyclonal rabbit antihuman) CD3 (Dako, Glostrup, Denmark) for T-lymphocytes,
monoclonal mouse anti-PAX5 antibody (Leica Biosystems, Nussloch, Germany) [43] for
B-lymphocytes, and anti-Ki67 monoclonal antibody (MIB-1 mouse) (Dako, Glostrup,
Denmark) for proliferation assessment. Immunocytochemical procedures were
performed according to the manufacturers’ protocols (Novolink Polymer®; Leica
Microsystems, Nussloch, Germany), using the indirect immunoperoxidase staining
technique. Heat-induced epitope retrieval was conducted in a hot water bath (100°C, 23
min) by incubating slides in 10 mM citrated buffer (pH 6.0). The slides were then
gradually cooled to room temperature. After being washed in 0.05 M tris-buffer (pH 7),
the slides were incubated with the protein block for 5 min. Each section was then incu-
bated for 120 min with primary antibodies diluted in 10% bovine serum albumin (Sigma,
Darmstadt, Germany) (CD3 and Ki67 1.50; PAX5 1:40) at room temperature. The
endogenous peroxidase activity was neutralized using the peroxidase block, and slides
were then incubated with the second antibody (rabbit anti-mouse IgG) for 20 min.
Diaminobenzidine was used as a chromogen, and slides were counterstained with

Mayer's hematoxylin. Smears of normal spleen were used as positive controls. The
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percentage of positive cells was determined by counting 300 cells at x400 magnification
in selected fields that showed good cell preservation. All cells with the expected staining
pattern (membrane/cytoplasmic for CD3 and nuclear for PAX-5 and Ki67) were
considered positive, regardless of the staining intensity. The immunophenotype of each
lymphoma was based on the most prevalent number of positive cells [43]. For the
proliferation assessment, lymphomas were classified, according to the number of
positive Ki67 cells, as follows: Low index (£20% Ki67+ cells), moderate index (20-40%
Ki67+ cells), or high index (>40% Ki67+ cells) as previously described [15].

Tumors were classified according to the updated Kiel classification adapted to the
canine species [9], based on cell size and shape; cell volume and intensity of cytoplasm
staining; nuclear size, shape, and position; nucleoli size, distinctiveness, number and

positioning; appearance of nuclear chromatin; and mitotic indexes (Mls) [44].

Exposure and covariate assessment

Owners were requested to answer a 70-question questionnaire about their dog’'s
demographics, health-related characteristics, and environmental exposures. Questions
regarding the animal included age; sex; breed; reproductive status; date and origin of
acquisition (shelter, breeder, pet shop, stray, or other); hair length; nose length; food
type; weight; body type; grooming care; use of flea/tick control products; and physical
activity levels. Environmental factors included household smoking; house size; use of
carpets, rugs, and curtains; house location; the amount of time the dog spent outdoors;
the use of fireplace; and exposure to environmental chemicals such as herbicides,
pesticides, fungicides, rodenticides, and cleaning products such as bleach and
ammonia. When applicable, the questionnaire included exhaustive details about
exposure to tobacco smoke and its circumstances, the number of former or current
smoking cohabitants, the number of daily consumed cigarettes (or similar), and the

length of smoking time during the past decade.

Statistical analysis

Data were analyzed with the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS),
version 24. A pairwise comparison with all the collected variables was performed, and
the significance of the Spearman’s rank correlation coefficient was established. The dif-
ference between the average percentage of positive Ki67 cells (%Ki67+) in the groups
“smoker owners” and “non-smokers owners” was analyzed with one-way ANOVA. The
linear-by-linear association between two levels of smoke exposure and three levels of
Ki67 - low, moderate, or high, previously described - was tested with the Chi-squared

test. For all tests, a two-sided p<0.05 was considered to be statistically significant.
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Results

Classification

According to the updated Kiel classification, 65% (15/23) were B-cell and 35%
(8/23) were T-cell lymphomas. Eight morphological subtypes were identified including
five B-cell and four T-cell subtypes. Out of the B-cell ones, three were LG centroblastic/
centrocytic (Figure-1) and 12 HGs: One centroblastic large cell, five centroblastic
monomorphic, four centroblastic pleomorphic, and two immunoblastic. Out of the eight
T-cell ymphomas, two were LG small clear cell, and six were HG: One pleomorphic large
cell, one lymphoblastic, and four pleomorphic mixed (Table-1).
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Figure-1: B-cell centroblastic/centrocytic lymphoma of a 3-year-old mongrel female dog.
Fine-needle aspiration biopsies of enlarged pre-scapular lymph node. (a) A population
of medium-to-large lymphoid cells admixed with very few mature lymphocytes
Hemacolor, x400; (b) PAX5 immunostain (x200); (c) CD3 immunostain (x200); (d) Ki67

immunostain - moderate index: 40% (x200).
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Proliferation assessment

Ki67 ICC was performed in 18 cases with well-preserved cytological smears. The
mean % Ki67+ was 58.1% (standard deviation [SD]=0.28), and the median was 54%
(range 8-98%). Thirteen lymphomas were categorized as high proliferation index
(X=0.71; SD=0.19), 11 of them being HG ones and two were LG. Two lymphomas

presented moderate proliferationindexes (X=0.35; SD=0.06), and three cases presented

low Ki67 indexes (X =0.16; SD=0.69) (Table-1).

Table-1: Updated Kiel classification, percentage of Ki67-positive cells and Ki67 indexes,

and household smoking status of canine lymphomas.

Kiel Classification %Ki67+ Ki67 Smoker Number of
Index owners smokers
B-cell lymphomas
High grade
Centroblastic large-cell 48% High Yes 2
Centroblastic monomorphic 88% High Yes 1
Centroblastic monomorphic ~ 52% High Yes 2
Centroblastic monomorphic 51% High - -
Centroblastic monomorphic - - Yes 1
Centroblastic monomorphic - - No 0
Centroblastic pleomorphic 31% Moderate Yes 1
Centroblastic pleomorphic 89% High - -
Centroblastic pleomorphic 95% High - -
Centroblastic pleomorphic - - Yes 2
Immunoblastic 83% High Yes 1
Immunoblastic 90% High Yes 1
Low-grade
Centroblastic/centrocitic 42% High Yes 1
Centroblastic/centrocitic 20% Low No 0
Centroblastic/centrocitic 40% Moderate No 0
T-cell lymphomas
High-grade
Lymphoblastic 8% Low No 0
Pleomorphic mixed 87% High Yes 2
Pleomorphic mixed 61% High Yes 1
Pleomorphic mixed 56% High No 0
Pleomorphic mixed - - No 0
Pleomorphic large cells - - No 0
Low-grade
Small clear-cell-type 85% High - -
Small clear-cell-type 20% Low No 0

68



Epidemiological study

The series included seven (30.4%) mongrel and 16 (69.6%) purebred dogs (six
labrador retrievers - 26%, two boxers - 8.7%, and one each of pointer, Portuguese
hunting dog, bulldog, cocker spaniel, golden retriever, Castro Laboreiro shepherd, and
pit bull terrier). Eleven dogs (47.8%) were females (45% spayed), and 12 (52.2%) were
males (8% castrated). The mean age was 8.1 years (range, 3-15 years).

The epidemiologic questionnaire was completed by all dog owners although only 19
answered the section concerning smoking habits (Table-1). The results showed that in
11 out of 19 cases (57.89%) either the owners or other cohabitants, from 2005 to 2016,
were or had been active smokers. In seven cases (63.7%), the dog lived with one
smoker, while in the remaining cases (36.3%), there were two smokers cohabiting with
the dog.

Pairwise comparison between all studied variables revealed a statistically significant
positive correlation (r=0.753, p=0.002) and significant linear-by-linear association
(p=0.018) between the Ki67 index and smoking status. Data also revealed a statistically
significant positive correlation between the Ki67 index and the number of smokers who
lived with the dog (r=0.641, p=0.018). The ANOVA test confirmed a significantly different
(p=0.011) mean percentage of Ki67+ cells between the groups “non-smoker owners” (X_
=0.25; SD=0.19) and “smoker owners” (X_ =0.64; SD=0.22) (Figure-2). Neither other
environmental factors nor geographical localization revealed significant relations with

subtype, grade, or tumor proliferation index.
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Figure-2: Box-and-whisker diagram depicting the percentage of Ki67+ cells categorized
by the smoking status. Represents the mean percentage of Ki67+ cells per group.
Lymphomas affecting dogs owned by smokers have a significantly higher mean
percentage of Ki67+ cells (p<0.05).

Discussion

Since lymphomas are a wide group of hematopoietic neoplasms with a broad range
of potential outcomes [2,7,16], the simple diagnosis of “lymphoma” is of limited value for
the clinical management of patients or even for the conduction of epidemiological
studies. ICC plays a unigue role in the improvement of the cytological diagnosis of canine
lymphoma.

As lymphoid tissues lack in cellular cohesion, they permit a rich cellular harvest, so
well-executed cytological collection procedures followed by adequate processing allow
for obtaining useful diagnostic information [45]. In our study, FNB was performed without
suction (the Zajdela or “French” technique) [8,46]. Although this technique potentially
reduces the amount of harvested material, the preparations are more representative,
less contaminated with blood and other cells [8] and cells are better preserved, which
indeed contributes for the quality of immunocytochemical analysis.

Lymphoma cytological subtyping is challenging, and the use of ICC plays a vital role

in both the diagnosis and subtyping [8]. Although all lymphoma immunophenotyping
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techniques - immunohistochemistry, flow cytometry, and PARR - have their particular
advantages [8], ICC allows for morphological evaluation of stained cells as well as
staining location and intensity in a simple smear, thus reducing costs and procedures.

MI and Ki67 immunolabeling are the proliferation parameters more commonly used
in veterinary oncology [7]. Counting the number of mitotic figures in cytological
preparations can be misleading and lacks representativeness, mainly due to an irregular
cell distribution [7]. The ICC for Ki67, a non-histone nuclear protein expressed in all
stages of the cell cycle, may overcome this difficulty and thus improve the assessment
of the proliferation activity of lymphomas. It has been shown that the Ki67 immunolabel-
ing of cytological smears had high concordance with Ki67 immunohistochemistry in
biopsy tissues [9]. In this study, we opted to count 300 cells per tumor, a higher number
than previously reported (100 cells), to ensure the reliability of the results [7,47].

In our series, there was a higher prevalence of B-cell (65%) over T-cell ymphomas
(35%), and 56.5% were HG tumors (13/23). Interestingly, Ki67 index differences were
detected within tumors of similar grades, both in B- and T-cell ymphomas. There was no
statistically significant correlation between Kiel's grades and Ki67 indexes or the
percentage of Ki67-positive cells. Considering that cytotoxic chemotherapy is the
preferred treatment for dogs with lymphoma and that it is known that it yields better
responses in highly proliferating tumors, it is possible that subtyping and grading fail as
prognostic and predictive indicators if not complemented with proliferation markers. In
human mantle-cell lymphoma, the Ki-67 index has already surpassed cytology and
growth pattern as prognostic factors [48]. Moreover, survival time discrepancies within
canine lymphoma subtypes have already been demonstrated by Ponce et al. [12]. In a
recent study [15] of HG B-cell lymphomas treated with a modified Wisconsin-Madison
protocol, dogs affected by tumors of intermediate Ki67% indexes presented longer
survival and relapse-free intervals than those with low or high Ki67%, as determined by
flow cytometry. In human medicine, Hall et al. [49] analyzed the survival rate of patients
with different grades and Ki67 indexes, demonstrating that those affected by LG NHL
with high Ki67 indexes had worse survival rates than those with low Ki67 index and that
HG NHL with very high Ki67 indexes had better survival rates when compared to those
with lower indexes. Therefore, Hoster et al. recommended that Ki67 index should be
routinely estimated in clinical practice to allow for more accurate individual risk estimation
[48].

Some of the described discrepancies between subtypes and proliferation indexes,
particularly in the LG T-cell small clear subtype with high Ki67 index, may be related to
the process of transformation. As defined by the European canine lymphoma group,

“transformation is the evolution of an indolent to an aggressive lymphoma, typically
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harboring a very poor prognosis” [3]. In veterinary medicine, this phenomenon has been
undervalued, although it is a possible indolent lymphomas’ evolution [50]. To the best of
authors’ knowledge, however, there were no reports confirming the transformation of
canine indolent lymphomas.

Different factors such as genetic modifications, epigenetic transformations, and
microenvironmental conditions may contribute to reprograming and transforming the
original neoplastic mass into a more aggressive one [50,51]. Furthermore, lifestyle
factors such as smoking habits, obesity, and alcohol consumption have been shown to
influence the overall survival rate of human NHL patients [52].

The potential links between environmental pollutants and the risk of developing
human NHL [24,31] and canine lymphomas [6,20,21,53] have been described. There is,
however, a lack of studies relating environmental factors to the biological behavior of
canine lymphomas, particularly those with potential prognostic or predictive value.

In our series, albeit small, a statistically significant relationship between exposure
to tobacco smoke and the lymphomas’ proliferation, as expressed by the Ki67 index,
emerged. High Ki67 indexes were positively correlated with the number of smoker
cohabitants. These results are consistent with the hypothesis that second- and third-
hand exposure to tobacco smoke could be considered as a hazardous factor for dogs
with lymphomas by being associated with enhancement of their proliferative activity or
transformation. Yet, it should be noted and highlighted that larger and more controlled
studies are warranted to confirm this hypothesis. Given the small sample used, the

external validity of this study is not possible.
Conclusion

In summary, our results suggest that the cytological diagnosis of canine lymphomas
benefits from being complemented with immunocytochemical studies that include
subtyping and proliferative assessment, both contributing for the prognosis and the ther-
apeutic planning. Furthermore, exposure to tobacco smoke in second- and third-hand
ways seems to be related to higher proliferating indexes of canine lymphomas,

independently of their subtype or grade.
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4.2. CAPITULO Il - Estudo imunohistoquimico de linfomas caninos do Servico de
Patologia Veterinéria do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar —

Universidade do Porto

4.2.1. Objetivos

Com o objetivo de ampliar o conhecimento do imunofenétipo dos linfomas
caninos no Distrito do Porto para analise epidemiologica e de fatores de risco, além de
promover um conhecimento mais aprofundado da sua histopatologia e consequente
classificacdo, procedeu-se a imunohistoquimica dos linfomas diagnosticados pelo
Servi¢co de Patologia Veterinaria do ICBAS — UP.

4.2.2. Materiais e Métodos

Uma série retrospetiva de 75 amostras teciduais parafinizadas foi selecionada do
arquivo do Servico de Patologia Veterindria do ICBAS - UP, de 2005 a 2016,
englobando apenas casos do Distrito do Porto. Dados sobre a raca, sexo e idade foram
também levantados e os cées foram categorizados de acordo com o porte (pequeno,
médio e grande) em funcdo do estaldo da raca ou peso individual de animais sem raca
definida.

A técnica de imunohistoquimica foi realizada com os anticorpos marcadores de
linfocitos T CD3 (policlonal anti-humano-coelho; Dako, Glostrup, Dinamarca)*’* e de
linfécitos B PAX5 (monoclonal de rato; Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha). Em
alguns casos duvidosos foram utilizados os anticorpos CD18 (monoclonal de rato,
ThermoFisher) e MUM-1 (monoclonal de coelho, Dako) para excluir as neoplasias
histiocitarias e plasmocitarias. A revelagdo foi realizada com a técnica de
imunoperoxidase indireta utilizando um polimero comercial (Novolink Polymer®).

Os subtipos histolégicos foram classificados pela arquitetura tecidual,
caracteristicas morfolégicas (tamanho, caracteristicas do ndcleo e nucléolos) e indice
mitético. Os linfomas foram diagnosticados morfologicamente de acordo com a
classificacdo da OMS (tabela 2.2, do capitulo da revisé@o bibliografica) com a orientacéo
das professoras Doutora Patricia Pereira, do Departamento de Patologia e Imunologia
molecular, e Doutora Marta Santos, do Servico de Diagndstico Citologico do
Departamento de Microscopia do ICBAS — UP. Os casos em que nédo foi possivel

determinar uma classificacdo foram denominados SOE (sem outra especificagéo).
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4.2.3. Resultados

Os cées sem raca determinada (SRD) foram os mais representados (28%; n=21),
seguidos pelos cées da raca Cocker spaniel (12%; n=9), Boxer (9%; n=7), Labrador
Retriever (6%; n=5), Golden Retriever (5%; n=4), Rottweiler (4%; n=3), Bullmastiff,
Pequinés, Caniche, Samoyedo, Dalmata e Husky Siberiano (2.6%; n=2), Bichon,
Boiadeiro de Berna, Serra da Estrela, Fila de Sdo Miguel, Yorkshire Terrier, Montanha
dos Pirinéus, Doberman, Pastor Alemao, Spaniel Bretdo, Pastor de Brie, Whippet,
Beagle e Pitbull (1,3%; n=1).

Os resultados apresentados na tabela 4.2.1 mostram uma predominancia
estatisticamente significativa (p=0,03) de fémeas, que exibiram uma idade média
superior a dos machos (9,4 e 8,9 anos, respetivamente). Os cdes machos da raca Boxer
apresentaram uma idade média superior as fémeas da mesma raca (11,3 e 7,2 anos,
respetivamente) enquanto o inverso ocorreu com os cées da raga Labrador (7 e 13,5,
respetivamente).

A andlise do porte dos animais permitiu verificar que 10,6% (n=8) eram caes de
porte pequeno, com uma média de idade de 10,8 anos; 26,6% (n=20) eram caes de
médio porte e 37,7% (n=28) caes de porte grande, ambos com uma idade média de 8,9
anos; 5,3% (n=4) de caes foram considerados gigantes, com uma idade média de 5,75
anos. Em 20% (n=15) dos casos né&o havia informacdes suficientes para os classificar
guanto ao porte. Os cdes foram agrupados em pequeno e médio (P+M) e grande e
gigante (G+GG) e os resultados estdo descritos na tabela 4.2.1.

Os linfomas de células B foram os mais frequentes (57,3%; n=43) seguidos pelos
de células T (37,3%; n=28) e 5,4% (n=4) foram classificados como sendo nulos
(ndoB/ndoT). Nao foram determinadas diferencas estatisticamente significativas entre
0s imunofenodtipos. As idades médias dos cdes afetados pelos diferentes
imunofendtipos foram: células B - 9,7 anos (DP=3,0); células T — 8,8 anos (DP=3); e
nulo — 7,25 anos (DP=4,1).

Os caes grandes e gigantes apresentaram um risco trés vezes superior de
desenvolver linfomas T em relacdo aos cdes médios e pequenos (OR:3,08; IC 95%
1.03;9,23). Os cées da raca Boxer apresentaram um predominio de linfomas de células
T enquanto os cées da raca Cocker Spaniel e Rottweiler evidenciaram uma maior

proporcao de linfomas de células B, embora nao estatisticamente significativa.
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Tabela 4.2.1. — Caracteristicas dos linfomas caninos do Servico de Patologia Veterinaria
— ICBAS/UP, de 2005 a 2016, pertencentes ao Distrito do Porto.

Sexo—n (%) Idade Média (DP) Imunofenétipo® n (%)

Total Machos Fémeas Total Machos Fémeas B T
N 75 34 (37)  41(63)* |9.2(3.1) 89(3.0) 9.4 (32) |43(57) 28(37)
Ragas mais comuns
SRD 21 (28)  8(38) 13 (62) | 9,5 (3) 83(3,4) 102 (2,6) | 15(65)  5(31)
Cocker 9(12) 4(44,4) 5(556) |95(34) 95(41) 96(3,2) |6(76) 3(24)
Boxer 7(9,3) 3(42,8) 4(572) 190(2,7) 11,3(1) 72(2) 2(46,3)  5(53,6)
Labrador  5(6,7) 3 (60) 2 (40) 96 (4,1) 7(1,7) 13,5 (3,5) | 1(37) 3 (40)
Golden 4 (4) 2 (50) 2 (50) 92(2,2) 105(0,7) 80(2,8) |1(26) 2(43)
Rottweil.  3(2,7) 2 (67) 1(33) 8,0 8,0 2(822) 1(17.8)
Porte
Peq+M  28(46,7) 15(47,5) 13(52,4) |94(29) 91(3,2) 97(26) |20(686) 8(31,4)
Gr+Gig  32(53,3) 13(44,8) 19(552) |84 (3,2) 85(2,7) 84(3,6) | 13(487) 16 (42,5)

#As diferencas entre as proporgdes dos imunofenétipos pertencem ao grupo nulo. * p<0,05.

De entre os subtipos classificados como linfomas B (tabela 4.2.2), o mais comum

foi o linfoma de grandes células B (DLBCL), agrupando todas as variantes, (35%; n=15)

seguido pelo linfoma de zona marginal (16%; n=7) e o linfoma B, SOE (12%, n=5).

No grupo de linfomas T, os linfomas de zona T (18%; n=6), intestinal, SOE (18%;

n=5) e os linfomas T SOE e anaplasicos (14%; n=4) foram os mais frequentes (tabela

4.2.2).

As localizacdes anatémicas predominantes foram os linfomas multicéntricos com

praticamente metade do total de casos (49,3%; n=37), seguidos pelos esplénicos

(22,6%; n=17), cutaneos e gastrointestinais (12%; n=9) e extranodais (4%; n=3).
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Tabela 4.2.2 — Classificacdo histolégica dos linfomas caninos do Servigco de Patologia
Veterinaria — ICBAS-UP, de 2005 a 2016, pertencentes ao Distrito do Porto.

B 43 573% T 28 37,3%
Linfoma B, SOE 5 11,6% Linfoma T, SOE 4 14,2%
Linfoblastico 4 9,3% Linfoblastico 3 10,7%
Linfoplasmocitico 2 4,6% Nodal
DLBCL 15 34,8% ZonaT 6 21,4%
DLBCL, SOE 3 SOE 5
Centroblastico 4 De células intermédias 1
Imunoblastico 6 Periférico de células T (PTCL) 1 3,5%
DLBCLricoem T 2 Anaplasico 4 14,2%
Foliculares SOE 1
Centro folicular 3 7% grandes células 3
Grau 2 1 Angioimunoblastico 1 3,5%
Grau 2 esplénico 1 Intestinal 5 17,8%
Grau 3 1 SOE 3
Manto 2 4,6% EATL tipo 1 2
Nodal 1 Extranodal
Esplénico 1 Periférico 1 3,5%
Zona Marginal 9 20,9%  Cutaneo 3 10,7%
Nodal 7
Esplénico 1 Nulo 4 5,4%
MALT 1 Linfoma NB/NT
Cutdneo 2 4,6%

SOE: sem outra especificacdo

4.2.4. Discussao

O Servico de Patologia Veterinaria do ICBAS-UP é responsavel pelo diagnéstico
de bidpsias do Hospital Veterinario da Universidade do Porto — UPVet e de centros de
atendimento veterinario de diferentes regides de Portugal. Este tipo de estudo permitiu
caracterizar a epidemiologia desta neoplasia no Distrito do Porto.

Em discordancia com a maior prevaléncia de machos descrita em trabalhos
anteriores, a nossa série era constituida maioritariamente por fémeas.®® 23 74 172
Também a idade média dos animais a data do diagnéstico foi ligeiramente superior
aquela relatada por outros autores: 9,2 anos por oposi¢do ao intervalo 5,9 a 8,76 74173
174]

Uma outra divergéncia dos resultados anteriores prendeu-se com o facto de a
raca Cocker Spaniel ter sido a segunda mais frequente, logo apds 0s cdes sem raca
definida, posicdo habitualmente ocupada pelos Boxer?® 74, Entretanto, e tal como
descrito na literatura®?®l, os linfomas de células T constituiram a maioria dos casos em

Boxer.
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Em linha com os estudos prévios?® 74 1741 " a forma multicéntrica foi a mais
encontrada. No entanto, a segunda forma mais frequente foi a esplénica, contrariando
a descricdo maioritaria que identificou as formas cuténea e alimentar como de maior
prevaléncia do que a esplénical'’4, De notar que alguns autores n&o consideraram a
classificacdo de linfomas esplénicos!® 12:103],

A informagdo imunofenotipica, que permite diferenciar o padrdo clonal das
células neoplasicas como B ou T tem vindo a tornar-se uma ferramenta fundamental,
utilizada pelo seu valor progndsticol’* 75 1031 Tradicionalmente considerava-se que 0s
linfomas de tipo T conduziam inevitavelmente a um mau progndéstico, enquanto 0s
linfomas de células B estavam associados a um bom prognéstico (T= “terrivel”’, B=
“bom”)"4 1931 Essa generalizac&o foi, no entanto, perdendo forca & medida que outras
caracteristicas, nomeadamente subtipos, localizacbes e graus histologicos, foram
demonstrando ter maior valor prognésticol* 1l No entanto, a informacéo
imunofenotipica tem grande importdncia em estudos epidemiolégicos, tendo-se
demonstrado, em linfomas humanos, diferencas nos fatores de risco para cada
subtipo30: 1591751 Neste estudo n&o foram encontradas diferencas significativas entre
as prevaléncias dos linfomas de células B e T, contrariando a maioria dos estudos onde
se refere uma predominancia de linfomas BI® 68 74:103:174:1761 @ noycos que evidenciam
uma predominancia de linfoma T 8

O linfoma de células B mais frequente foi o difuso de grandes células (DLBCL)
(34,8%; n=15), o que esta de acordo com a literatura*?l. A categoria DLBCL ¢é constituida
por um misto de populacdes de imunoblastos e centroblastos e inclui as variantes
centroblastica, imunoblastica, SOE e “rico em T”, diferenciaveis pela quantidade de
imunoblastos presentes*? ¢l A variante “rico em T”, a mais comum nos cavalos e gatos
embora pouco reportada em cdes?, pode ser confundida com um linfoma T devido ao
seu elevado nimero de células T. Para a sua diferenciacdo é necessaria a observacao
atenta da presenca dos centroblastos e imunoblastos, que podem representar menos
de 10% da populagéo neoplasica*?.,

O diagndstico dos linfomas foliculares, que incluem os de zona marginal, do
manto e os centro-foliculares, requer o conhecimento da estrutura dos foliculos linfoides,
como descrito no item 2.2.1 (revisdo de literatura), e as caracteristicas identificativas de
cada tipo celular. O linfoma de zona marginal (LZM) é, na maioria dos casos, de tipo
indolente com uma distribuicdo em torno dos centros germinativos®?. O linfoma do
manto, também um linfoma indolente, € mais raro do que o LZM e surge da bainha
interior do manto dos foliculos linfoides esplénicos*?. Os linfomas centro-foliculares s&o

distinguidos pela auséncia do centro escurecido caracteristico do foliculo, sendo
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classificados de acordo com a percentagem de centroblastos, cuja quantidade esta

diretamente relacionada com maior agressividade*? (figura 4.2.1).

Marginal zone
Marginal zone lymphoma

Germinal centerlight zone
Diffuse large B-cell lymphoma

| Intermediate cell: Large cell:
Immunoblast Centroblast

Figura 4.2.1- Esquema dos linfomas B foliculares baseado na arquitetura normal de um

foliculo linfoide. (fonte: Jubb, Kennedy, and Palmer’s pathology of domestic animals, 201512)

Os linfomas B ou T de células linfoblasticas sdo considerados agressivos e
podem surgir nos linfonodos, baco, mediastino e medula ésseal*?.. As células possuem
tamanho intermediario, nucleo oval com nucléolos indistintos e uma intensa atividade
mitétical® . A linfodenopatia periférica surge rapidamente e o animal rapidamente
perde o apetite e comeca a apresentar sinais de prostracdo intensal*?l. O imunofenétipo
T esta frequentemente associado a hipercalcemial*?. Os linfomas linfoplasmociticos,
indolentes, s&o caracterizados por pequenos linfcitos de tipo plasmocitdide®!.

De entre os linfomas T, o subtipo predominante foi o de zona T (21,4%; n=6)
seguido pelo intestinal (17,8%; n=5). Os linfomas de células maduras T séo classificados
primariamente pelo local da neoplasia — nodal, extranodal, intestinal e cutdneo —
nomeando-se os restantes como periféricos SOEM?. Os linfomas de zona T s&o
indolentes, induzindo linfadenomegéalia regional associada ou ndo a ligeira linfocitose.
Os linfomas T anaplasicos, de células grandes, irregulares e por vezes bizarras, sdo

agressivos e de mau prognostico*?. Os linfomas angioimunoblasticos caracterizam-se
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pela presenca de capilares proeminentes através do parénquima dos linfonodos e de
agrupamentos de imunoblastos em torno de vasos*?. Os linfomas T intestinais, também
denominados linfomas associados a enteropatias (EATL), sdo mais comuns em gatos e
dificeis de distinguir de doenca inflamatéria crénica intestinal (IBD) em caes*?177l, Sio
neoplasias de linfocitos intraepiteliais, subdivididas em dois tipos — tipol de células
grandes, geralmente associado a um processo inflamatério em caes idosos; tipo 2 de
células pequenas e médias, ndo associado a processo inflamatério e diagnosticado mais
frequentemente em gatos idosos*?. Os trés casos cutdneos deste trabalho foram
classificados como epiteliotropicos, caracterizados por serem indolentes, por vezes
multifocais e localmente extensivo, sendo denominados por vezes como de tipo micose
fungoidel*?.

Os resultados encontrados para linfomas nulos (ndoB/ndoT) estdo de acordo
com a literatura, representando menos de 5% dos casos(** & 78],

Este estudo de classificacdo dos linfomas caninos permitiu caracterizar esta

neoplasia no Distrito do Porto.
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4.3. CAPITULO lll - Descricdo de potenciais associacfes de fatores de risco aos

linfomas caninos no Distrito do Porto.

4.3.1. Consideracdes Gerais e Objetivos

Ainda que de forma nao consensual, foram descritos no capitulo 2.3.8 varios
fatores de risco potenciais para o desenvolvimento de linfomas em cées, como a idade,
sexo, hormonas sexuais, raca, localizacdo geografica, exposicdo a produtos quimicos
(e.g. herbicidas, inseticidas), tabagismo, campos magnéticos, entre outros. E
admissivel, porém, que no capitulo de fatores ambientais possam existir variacbes
geograficas que justifiqguem, pelo menos em parte, as divergéncias encontradas em
estudos de diferentes regifes. Esta hipbtese levou-nos a procurar identificar e
caracterizar os héabitos de vida dos caes no Distrito do Porto, procurando diferencas
entre afetados ou nao por linfomas.

Apesar de a intencdo inicial ter sido um estudo caso-controlo, alguma falta de
adesdo e consequente numero insuficiente de entrevistados impediu que fosse possivel
completar um estudo deste tipo, levando-nos a optar pela andlise univariada na
exploracdo dos seus resultados. Mesmo sabendo das suas limitacbes, pareceu

interessante proceder a andlise e mostrar os resultados e discusséo.

4.3.2. Materiais e Métodos

Foi elaborado um questionario epidemiolégico baseado em diversos estudos do
temals: 132:145,148,158,172,178-180] contemplando varios fatores descritos na literatura como
associados ao risco de LNH, analisados através de diferentes métodos de abordagem.
O questionario foi disponibilizado on-line para faciltar e aumentar o nimero de
respostas, utilizando o endereco eletronico:

http://www.survio.com/survey/d/P8T6F4B5P6K217NOP

Foram entrevistados proprietarios/cuidadores de cdes com diagnostico
confirmado de Ilinfoma residentes no Distrito do Porto, assim como
proprietarios/cuidadores de caes sem histérico de qualquer tipo de neoplasia ou doenca
infecciosa. Os critérios para selecdo e exclusdo estédo descritos na tabela 4.3.1.

Para além da andlise dos fatores isolados, foram construidas escalas
guantitativas para as seguintes variaveis: nivel de poluicdo externa, nivel de poluicao
interior e nivel de exposi¢édo ao fumo de tabaco, utilizando as equacdes que se seguem:
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http://www.survio.com/survey/d/P8T6F4B5P6K2I7N0P

e Exposicdo ao fumo de tabaco:

o numero de fumadores coabitantes +
o soma do consumo médio diario de cigarros por cada fumador +
o habito de fumar em toda a habitagédo (1 ponto) +

o habito de fumar préximo do cdo (0 — nunca a5 - sempre).

e Poluicdo externa:

o habitar préximo a estrada movimentada (0 — n&o; 1 —sim) +

o frequéncia de engarrafamento (0 — nunca até 4 — todos os dias)
+

o intensidade do trafego (O — leve; 1 — moderado; 2 - intenso) +

o frequéncia de queimadas (0 — nunca até 4 — frequentemente) +

o tipologia da area de residéncia (0 —rural; 1 - urbana).

e Poluicdo interior:

o Exposicdo ao fumo de tabaco +

o presenca de alcatifa (1 ponto) +

o presenca de cortinas (1 ponto) +

o presenca de tapetes (1 ponto) +

o utilizacdo da lareira (0 - nunca a 4 — durante os meses de inverno)
+

o frequéncia da utilizacdo de incensos (0 — nunca a 3 -

frequentemente).

4.3.3. Analise estatistica

As associacdes entre as variaveis estudadas e o desenvolvimento de linfoma
canino foram determinadas pelo teste de Qui-quadrado, sendo incluidas as variaveis
que apresentaram um p igual e/ou inferior a 0,20. O teste de ANOVA foi utilizado para
determinar as diferencas entre variaveis continuas (idade e peso), assim como para os
niveis de poluicdo externa, interna e exposi¢cdo ao fumo de tabaco. A estatistica do teste
z foi utilizada para avaliar as diferencas das proporcdes. Todas as analises foram
realizadas no software SPSS versédo 24 (IBM SPSS Statistics 24).
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4.3.4. Resultados

Apos serem testadas cinco versfes do questionario foi obtida uma versao final

(anexo 2), constituida por 67 quest8es abordando varios dos potenciais fatores de risco

descritos na literatura. A organizacdo e avaliacdo deste construto estdo descritas nas

tabelas 4.3.1 e 4.3.2.

Tabela 4.3.1 - Descricdo do questionario epidemioldgico: fatores de risco para o linfoma

canino no Distrito do Porto.

Medir a proporgdo daresposta

Participantes
- Elegiveis
- Grupo Caso

- Grupo controlo

- Ndo elegiveis

Donos de cdes com diagnodstico confirmado de linfoma
residentes no Distrito do Porto de 2005 a 2016

Donos de cdes sem diagndstico de linfoma residentes no Distrito
do Porto

Cdes com qualquer outro tipo de neoplasia diagnosticada ou
suspeita ou qualquer tipo de doencga infeciosa.

143
113
55
58

36

Maximizar a propor¢do da resposta

Personalizacdo

Critérios de
emparelhamento

Elaboragdo em folha A3 dobrada para evidenciar a continuidade das
perguntas e evitar perdas de folhas

Utilizacdo de imagens em questBes especificas para padronizacdo (ex.

comprimento do nariz)

Utilizagdo de caixa sombreada para espaco de preenchimentos de
varidveis quantitativas e/ou texto.

Disposicdo uniforme em coluna dupla

Estratégias de alteracdo da sequéncia das perguntas para evitar
respostas induzidas

Idade, raca, porte (SRD), sexo, Concelho.

Afiliagdo Universitaria

Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar - Universidade do Porto

Tempo médio de
preenchimento

15-20 minutos

Modos de administracdo

Entrevista pessoal

S PrESENCIAL .o 65
S elefONICA. ..o e 16
Auto-aplicados

o0 ] =110 T USSP 1

S INEEINET Lo e 61
Total 143

Questdes sensiveis

Questdo — Cancro em algum coabitante?

Codificacdo

Nao realizada para evitar respostas induzidas

Hipdteses a avaliar

Tém maior risco de
desenvolver linfomas os
cdes que:

1. Vivem entre fumadores
2. Residem em areas com mais poluicdo
3. Residem na proximidade de torres de alta tensdo
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© N ok

Residem em microambientes mais poluidos
Sdo expostos a agentes quimicos
Alimentados com ragdo

Os animais obesos
Tem proprietarios que também tém/tiveram cancro

Tabela 4.3.2 — Estrutura e distribuicdo das questdes em dominios e subdominios.

Dominios Subdominios Questdon? | Dominios Subdominios Questaon?

Identificacdo Cddigo e data Forgada Habilitacdes 12
Nome proprietdrio 1 resposta  Proximidade ao 13
Telefone contacto 2 cdo
Nome do cdo 3 Aquisicao 15,16
Grupo 62 Tempo no mesmo 29

endereco

Localizagdo Endereco 7 Cancro 19s Sinais 65
Tipo habitacdo Outro cancro 69
Cédigo postal 8 Linfoma na 68
Localidade 9 vizinhanga
Concelho 10 Cancro na familia 60
Distrito 11

Agentesde Inerentes ao animal

risco Idade 5,6 Peso/condicdo corporal 17, 18
Sexo 14 Nariz 20
Castracao 14 Ansiedade 26, 27
Raca 4 Atividade fisica 25
Pelo 19
Exposicdes
Agua 21 Tintas/solventes 46
Alimentagdo 22,24 Herbicidas 47
Recipientes 23 Fungicidas 48
Vacinas 61 Inseticidas 49
Antiparasitdrios 62 Raticidas 50
Carragas 63 Lixivia/amoniaco 51
Banhos 28 Torres de alta tensdo 43
Parques Publicos 38 Periodos fora/dentro de casa 36, 37
Ocupacgdes 53
Habitacdo 31a35
(tamanho, piso, cortinas, jardim, acessos)
Poluicdo externa 30,39 a 42;
(trafego, queimadas, area urbana/rural) 45
Poluicdo interior 44,52, 58
(lareira, incensos, locais onde fumam)
Tabagismo 54 a57, 59

(n2 fumadores, quantidade de cigarros, periodo, proximidade)

Foram entrevistados 143 proprietarios de cées, sendo 61 de cdes com linfomas

(casos) e 82 controlos. Trinta e seis animais foram considerados nao elegiveis, 12 por

nao residirem no Distrito do Porto, 18 por terem idade inferior a quatro anos e 6 por ndo
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terem respondido a informacdes sobre raca, sexo e/ou idade. Para andlise final restaram
113 animais, sendo 55 casos e 58 controlos. As tabelas 4.3.3, 4.3.4 e 4.3.5 apresentam
os resultados descritivos das varidveis quantitativas idade e peso, das variaveis
categéricas sexo e situacdo reprodutiva e resultados relativos a varavel raca,
respetivamente. As tabelas 4.3.6 e 4.3.7 apresentam os resultados da andlise univariada

no dominio relativo as caracteristicas inerentes ao animal e exposicdes, respetivamente.

Tabela 4.3.3— Andlise descritiva das variaveis idade e peso.

Desvio Erro IC 95% média
Grupo n Média Padrio Padrio Mediana inf sup min  max P
Idade
Linfoma 55 9,60 3,23 0,44 10,00 8,71 10,49 4 16 0,163
Controlo 56 8,63 3,97 0,52 8,00 7,58 9,68 4 20
Peso
Linfoma 48 28,25* 13,95 2,01 30,00 24,19 32,30 10,0 60,0 0,034
Controlo 48 22,10 14,10 2,03 23,00 18,01 26,19 2,00 58,0
(* p<0.05)

Tabela 4.3.4 — Andlise descritiva das variaveis sexo e situagdo reprodutiva.

Fémeas Machos Total
Sexo
Linfoma 25 30 53
Controlo 28 30 60
Situagao reprodutiva
Linfoma
Inteiros 11 24 35
Castrados/esterilizados 14 6 20
Controlo
Inteiros 15 25 40
Castrados/esterilizados 13 5 18

Tabela 4.3.5 — Distribuicdo das principais ragas.

SRD Labrador Cocker oxer Pastor Golden Beagle Husky Castro
Spaniel Alemao Retriever Siberiano Laboreiro
Linfoma 11 11 4 5 2 4 2 0 2
Controlo 22 10 4 2 3 1 2 3 1
Total 33 21 8 7 5 5 4 3 3

Caniche: 1 linfoma, 1 controlo; Rottweiler: 2 linfomas; Serra da Estrela, Pitbull, Barbado da Terceira,
Dalmata, Dogue de Bordeaux, Pinsher, Schnauzer, Schnauzer miniatura, Weimaraner, Bulldog francés: 1
de cada no grupo controlo; Bulldog inglés, Cdo d’agua, Dogue alemao, Rafeiro alentejano, Shar-pei e
Pointer: 1 de cada no grupo linfoma.
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Tabela 4.3.6 — Analise univariada das variaveis do dominio referente as caracteristicas

individuais dos caes.

Variavel Nivel Casos Controlo p da variavel* OR p
Idade 0-5 anos 6 17 0,075 - -
6-9 anos 22 21 2,97 0,050
10-15 anos 22 15 4,15 0,012
16-20 anos 3 5 1,70 0,054
Peso <10kg 2 15 0,005 - -
10-25kg 23 19 9,08 0,002
>25kg 28 24 8,75 0,002
Porte Pequeno 4 15 0,042 - -
Médio 15 17 3,30 0,065
Grande 33 23 5,38 0,004
Raca SRD 11 22 - - -
Boxer 5 2 5,00 0,062
Golden 4 1 8,00 0,047
Pratica de N3o(nunca) 10 5 - 2,35 0,134
. . . (>1X) . _
altlyldade Sim 45 53
fisica
*Qui-quadrado de Pearson
Tabela 4.3.7 - Andlise univariada das varidveis do dominio referente as exposicoes.
Variavel Nivel Casos Controlo OR P
Alimentacgao Ragao seca 49 55
Comida caseira 19 9 2,37 0,051
Frutas e vegetais N3o (") 21 37
Sim (o*f+td) 34 21 2,85 0,006
Lixivia N3o (M) 19 30
Sim (©*) 36 28 2,03 0,066
Torres de alta tensdo nao 16 22
sim 27 20 1,85 0,16
Tabaco nao 24 33
sim 31 25 1,70 0,15
Fumar em toda a casa ndo 46 2>
sim 6 2 3,58 0,10
. . . n3jo (mro) 32 45
umar préximo ao cao i (F19) 16 1 204 0,11
Coabitante com cancro nao 46 49
sim 8 4 2,13 0,234

Niveis agrupados - n=nunca; r=raramente; o=ocasionalmente; f=frequentemente; td=todos os dias
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Apesar de ndo se terem verificado diferencas significativas entre os grupos
guanto aos niveis de poluicdo exterior e interior, os resultados evidenciaram uma
diferenca estatisticamente significativa (p=0,037) entre as médias dos dois grupos para

a exposicdo ao fumo do tabaco (tabela 4.3.8).

Tabela 4.3.8 — Resultados do teste ANOVA para as médias de poluicdo externa, interna

e exposicdo ao fumo de tabaco entre os grupos linfoma e controlo.

Desvio Erro IC 95% média
Grupo n Média Padrio Padrao Mediana inf sup min  max P
Poluicao externa
Linfoma 55 3,46 2,2 0,30 4,0 2,8 4,0 0 10 0,95
Controlo 56 3,40 2,7 0,37 3,5 2,7 4,2 0 14
Poluigdo interna
Linfoma 43 14,0 14,2 2,17 6,0 9,6 8 0 59 011
Controlo 52 10,1 8,9 1,23 6,0 7,7 12 0 59
Tabagismo
Linfoma 52 10,6* 13,6 1,89 55 6,79 14,40 0 59 0,037
Controlo 56 6,01 83 1,12 0,0 3,77 8,26 0 29
* p <0,05

Quando questionados sobre o tempo decorrido entre os primeiros sinais de
doenca e o diagnéstico, num total de 48 respostas 37,5% (n=18) dos proprietarios
responderam apenas 1 semana, 29,2% (n=14) responderam 1 més, 14,6% (n=7)
responderam 2 semanas, 8,3% (n=4) responderam 2 meses, 6,3% (n=3) mais de 6

meses, e 4,2% (n=2) responderam 3 e 6 meses.

4.3.5. Discussao

Apesar de ndo ter sido possivel considerar este estudo como um caso-controlo
pela insuficiéncia de respostas, os resultados evidenciaram aspetos interessantes em
relacdo a possiveis associacdes a fatores de risco para os linfomas caninos no Distrito
do Porto.

A primeira fase, elaboragdo e construcdo do questionario, baseou-se em
dados publicados sobre o tema através de questionarios epidemioldgicos!®> 136137145,
172:179:180] gliados ao um estudo de possiveis fatores de risco descritos para o linfoma

em humanos e em caes.
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A insercdo de 67 questdes pretendeu ndo s6 abranger todos os fatores
potenciais, mas também permitir uma verificacdo dos dados fornecidos, para maior
robustez do estudo. Este objetivo foi igualmente reforcado através do dominio “forca das
respostas” incluindo questdes que, durante a fase de elaboracdo e testes, demonstrou
serem necessarias para possibilitar a verificacdo da precisdo das respostas. Como
exemplos, a variavel “proximidade” permitiu perceber até que ponto a pessoa que estava
a responder tinha conhecimento dos habitos do cdo e as caracteristicas inerentes ao
local de residéncia. A origem e idade de aquisicdo do cdo assim como a duracdo de
residéncia no local indicado foram importantes para validar as exposicoes.

De entre todos os métodos de fornecimento do questionario, a rapidez de
resposta foi superior quando este foi disponibilizado online. Apesar de permitir um
acesso sem restricdes de tempo e lugar, a analise das questdes respondidas por este
método mostrou que 77% das pessoas que iniciaram as repostas desistiram de
responder antes de terem completado todo o questionario. O método que se mostrou
mais ineficaz foi a disponibilizacdo pelo correio, em que apenas um questionario, entre
17, regressou preenchido. A entrevista por telefone mostrou ser eficaz principalmente
com os intervenientes que ndo tém acesso as tecnologias de informacdo e sobretudo
pelo facto de ter sido apenas uma pessoa a realizar as entrevistas.

Devido ao limitado tamanho amostral, o critério de emparelhamento passivel
de ter sido realizado foi excluir os animais com idades inferiores a quatro anos do grupo
controlo.

Infelizmente, ndo foi possivel realizar-se a validacdo do questionario através da
avaliacdo da consisténcia interna, que exige um tamanho amostral muito superior ao
deste estudo.

Os resultados sé@o apresentados de seguida de acordo com as categorias e

dominios.

» Caracteristicas inerentes ao animal:

= |dade - Os caes com linfoma apresentaram uma idade média superior (9,6 anos)
aos caes do grupo controlo (8,6) sendo os cdes com idades superiores a 5 anos
0S que apresentam o maior risco de desenvolvimento de linfomas estando
ambos os resultados de acordo com a literatural®: 11:68:145],

= Sexo — Apesar de a maioria dos cdes serem machos, ndo se verificaram
diferencas significativas com o grupo controle, o que esta de acordo com a
literatural® 12, Neste estudo ndo foram também encontradas diferencas entre

animais castrados/esterilizados e inteiros.
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= Peso e Porte — Os cdes com linfoma apresentaram um peso médio superior aos
caes do grupo controlo. O peso acima dos 10 kg foi o principal fator de risco
(OR=8,89) neste estudo, tal como ja referido em estudos anteriores?®l. Esses
dados foram confirmados pelo facto de os casos serem mais prevalentes nos
animais de grande porte (OR=5,38), enquanto 0os animais de porte pequeno
apresentaram uma menor prevaléncia (OR=0,23).

= Raca —A analise univariada revelou que os cées sem raca definida (SRD) e da
raca Husky Siberiano apresentaram um efeito de protecdo em relacdo ao
desenvolvimento de linfomas, enquanto que os caes da raca Golden Retriever e
Boxer apresentaram um maior risco. A raca Boxer emergiu em quase todos os
estudos publicados como sendo uma raga geneticamente predisposta ao
desenvolvimento de linfomal’# 1171191211 "enquanto os estudos mais recentes
evidenciaram uma maior incidéncia nos cées da raca Golden Retriever 118,

= Atividade fisica — A falta de pratica de exercicio fisico emergiu como um potencial

fator de risco para desenvolvimento de linfoma canino (OR=2,356, p=0,135).
Conclusbées semelhantes foram determinadas em seres humanos, onde a
pratica de exercicio fisico, tanto recreacional® como intensal*®?! diminui o risco
de LNH.

» Exposicéo

= Alimentacdo — Em contradicdo com os estudos sobre a relac@o entre a ingestdo
de frutas e vegetais cruciferos sdo um fator de protecéo para o LNH™® verificou-
se, na nossa amostra, que aingestdo de frutas esta significativamente associado
ao desenvolvimento da doenca (OR=2,85, p=0,006). De notar, no entanto, que
a maior parte dos proprietarios que fornece este tipo de alimentos também
alimenta os seus cdes com comida caseira, habito que demonstrou igualmente
uma associagdo com o desenvolvimento de linfomas (OR=2,37, p=0,05). Nos
seres humanos alguns estudos evidenciaram que uma dieta com altos niveis de
gordura-trans, principalmente nos homens, esta associada a um aumento do
risco de LNH15% 1831 FE possivel, portanto, que sejam os teores deste tipo de
gordura em dietas caseiras e ndo a ingestao de frutas que explicam a associacao
encontrada. O esclarecimento desta questdo requer aumentar o tamanho
amostral, de preferéncia com animais sujeitos a alimentacdo por racdo
associada a ingestao de frutas.

» Produtos quimicos — De entre todos os produtos quimicos investigados, incluindo

herbicidas, inseticidas, raticidas e amianto, apenas o uso de lixivia apresentou



uma associacdo com o desenvolvimento de linfoma, ainda que néo significativa
(p=0,06). O hipoclorito de sédio, constituinte primordial da lixivia, é considerado
seguro e nao carcinogénico embora a sua utilizagdo possa originar a formacéao
de compostos organicos volateis (COVs) que, quando inalados, tém efeitos
carcinogénicos*®, A maior proximidade do solo e os habitos farejadores dos
cdes podem contribuir para uma maior exposi¢cdo aos COVs.

Habitacdo — O principio subjacente as questfes sobre a presenca de alcatifas,
cortinas e tapetes foi 0 seu potencial para a acumulacdo de poluentes interiores
gue Ihes podera conferir um efeito potenciador da exposicado a estes compostos.
Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH) sdo uma classe de quimicos
oriundos da combustéo incompleta de materiais organicos cujas principais fontes
séo veiculos, incineragdo de lixo, combustdo de madeira (p. ex. lareiras) e fumo
de tabaco’! que tém sido associados a maior risco de LNH em humanos*34] 1851,

Habitos tab&gicos — Apesar do fumo conter substancias comprovadamente

carcinogénicas e ser extensivamente estudado, a maioria dos estudos
epidemiolégicos ndo suporta uma associacao forte entre fumar e maior risco de
desenvolvimento do LNH geral, sugerindo uma correlacdo positiva apenas ao
LNH folicular*®l, Os resultados deste estudo evidenciam o risco de tabagismo
secundario, assumindo o cdo como um fumador passivo e evidenciando um risco
8 vezes superior (fumar sempre proximo ao cao; p=0,02) e o risco do tabagismo
terciario, quando do risco ser 3 vezes maior para 0s que fumam em toda a casa
(p=0,11). Os resultados da analise univariada e do nivel de tabagismo sugerem
gue ndo s6 o fator de condi¢éo de fumador (sim/ndo) mas também a intensidade
(nimero de pessoas e cigarros), os locais e a proximidade ao cdo devem ser
levados em conta em estudos futuros. Fato esse que foi também evidenciado no
capitulo 4.1 com o artigo publicado.

Proximidade a torres de alta tensdo — Foram publicados estudos que sugerem

um maior risco de leucemia linfoblastica em criancas que residem a menos de
500 metros de distancia de uma torre de alta tens&o*®”: 188 Em Portugal ainda
existem torres de média e alta tensdo em zonas residenciais, por vezes no
préprio jardim das casas de habitacdo, sem nenhuma barreira fisica de protecao
(e.g. arvores) do campo magnético por elas gerado. Neste estudo encontramos
uma maior probabilidade, embora néo significativa, de incidéncia de linfoma em

caes residentes a menos de 1 km de torres de alta tensao.
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» Cancro em coabitantes

Um dos pontos interessantes do estudo relaciona-se com uma possivel
associacdo entre presenca de neoplasia nos cdes e humanos que coabitam na
mesma residéncia. Por se tratar de uma questdo sensivel um valor estatistico de p

de 0,23 foi levado em consideracéo.

4.3.6. Concluséao

A grande extensdo do questionario deveu-se a preocupacdo em englobar os
varios fatores anteriormente relacionados com o risco de linfoma, tanto em seres
humanos como em animais de companhia. Alguns fatores intrinsecos confirmaram os
dados da literatura, incluindo o peso, porte, idade e raca, enquanto a analise de fatores
extrinsecos, como a ingestdo de comida caseira, a utilizacdo de lixivia e a residéncia na
proximidade de torres de alta tensdo, ainda que ndo conclusiva, aponta para a
necessidade de um maior esclarecimento sobre o seu papel. De salientar os dados
interessantes sobre a associagdo entre os habitos tabagicos e linfoma canino, que nao
se limitaram a dicotomia dono fumador/ ndo fumador, mas se estenderam ao nivel de

tabagismo em todas as suas vertentes.
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4.4. CAPITULO IV - Distribuicdo Espacial do Linfoma N&o-Hodgkin humano e

canino no Grande Porto.

4.4.1.Consideracdes Gerais

Como um dos objetivos maiores desta tese, no ambito da oncologia comparada,
este capitulo descreve o trabalho realizado para a comparacdo dos linfomas néo-
Hodgkin humanos e caninos na area do Grande Porto, incluindo a sua caracterizacao,
aspetos de epidemiologia descritiva, riscos padronizados pela idade, e distribuicdo
geogréfica para ambas espécies.

Esta parte dos trabalhos foi convertida num artigo cientifico submetido a revista cientifica

Veterinary Journal, que se reproduz a seguir.

Comparative longitudinal and geographical study of human and canine non-
Hodgkin lymphoma - A One Health perspective

Pinello, KC!: Niza-Ribeiro, J>® Fonseca, L* de Matos, AJ*®

! Department of Veterinary Clinics - ICBAS — University of Porto

2 Department of Population Studies — ICBAS — University of Porto

3 EPIUnit — Institute of Public Health — ISPUP — University of Porto

4 Mapis - Mapping Intelligent Solutions — Porto

® Animal Science and Study Centre - CECA, Food and Agrarian Sciences and
Technologies Institute, University of Porto

Abstract

Lymphoma is one of the most common neoplasms in dogs and its increasing
frequency follows a human oncology trend in which non-Hodgkin’s lymphoma (NHL)
represents 5% of all new cancer cases, being one of the top five causes for cancer-
related deaths. Companion animals’ epidemiological studies have been increasing,
defining dogs as sentinels of potential risk factors for human health, mainly due to shared
environments, shorter disease latencies, and spontaneous disease. The aims of this
study were to describe human and canine NHL epidemiologic features; to better
understand the similarities between them; and to investigate a possible geographical
association between the incidence risks in the larger area of Porto — Greater Porto, in
northwestern Portugal.

The postal codes of human NHL patients diagnosed between 2005 and 2010 and
residing in Greater Porto, Portugal, were obtained from the Regional Cancer Registries
(RORENO and ROR-Centro). Available data from canine lymphomas diagnosed from

2005 to 2016 from several veterinary centers were also collected. Descriptive
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epidemiology, mapping cases, and age standardized risks of NHL incidence (ASR) were
calculated for both species.

The results showed a higher risk (p<0.05) of NHL in men (ASR - men:18.1;
women:14.2 cases/100 000hab) and in male dogs (ASR - males:8.2; females:7 cases/10
000dogs). The geographical distributions of human and canine ASR were well correlated
(r=0.664, p<0.05). The highest values for human and canine ASR and risk ratios were
detected in the same urban municipalities of Greater Porto: Porto, Matosinhos and Maia.

These findings suggest the existence of exposure similarities and strengthen the
relevance of cancer surveillance in pet animals as efficient tools to predict health hazards

for humans.

Introduction

Cancer is among the commonest causes of death worldwide, particularly in high-
income countries (Fitzmaurice et al., 2017), and exposure to environmental carcinogens
is considered to be responsible for 2.4 million new human cancer cases each year (OMS,
2011; Ontario, 2016). The increasing incidence of Non-Hodgkin Lymphoma (NHL) in the
past decades, both in humans and companion animals, brought up a worldwide concern
for this disease. While the incidence and mortality of most neoplasms are decreasing
(Muller et al., 2005), human NHL (human-NHL) still represents 3% of all new cancer
cases (Ferlay et al., 2015), being one of the top five causes for cancer-related deaths
(Siegel et al.,, 2016), with an age-standardized rate (ASR) of 5.1 cases per 100
000/habitants (Ferlay et al., 2015). Canine lymphomas (canine-NHL) follow a similar
trend by being the third most commonly diagnosed tumors in small animal veterinary
practice (Ruple et al., 2016) and representing 83% of the canine hematopoietic
neoplasms (Vail et al., 2012).

As in human-NHL, canine-NHL are more prevalent in males (Vail et al., 2012;
Villamil et al., 2009) reaching an estimated annual incidence of 84 per 100 000 dogs in
the 10 to 11 years-old group (Vail et al., 2012). Furthermore, the diffuse large B-cell
lymphoma is the most common subtype in both species (Ito et al., 2014).

Portugal locates in the extreme south-western Europe, with nearly 10 million
inhabitants (Fundacé@o Francisco Manuel dos Santos, 2016) (RORENO, 2016) and the
10th highest incidence rate of human-NHL amongst the 27 European countries (EUCAN,
2012). In 2015, it was estimated that the country contained 6.7 million pet animals, 38%
being dogs, and that there was at least one pet animal in 54% of the households (Costa,
2015). In the District of Porto, situated in the northwest region of Portugal, the
standardized incidence rate of human-NHL in 2010 was 20 and 13.3 cases per 100 000

inhabitants for men and women, respectively (RORENO, 2016). In most developed
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countries, such as Portugal, people and companion animals share lifestyles and
environments (Chandler et al., 2017).

As dogs share indoor and outdoor environments with humans, they may be
considered as sentinels for human hazards (Reif, 2011; Shan Neo and Tan, 2017).
Furthermore, canine-NHL occurs spontaneously in animals with biologically compressed
lifespans allowing them to develop cancer more rapidly than humans (Shan Neo and
Tan, 2017), thus providing an “early warning” for public health intervention (Reif, 2011),
a crucial advantage of its surveillance (Gavazza et al., 2001; Ito et al., 2014; Marconato
et al., 2013; Momanyi, 2016; Takashima-Uebelhoer et al., 2012; Zanini et al., 2013).

The mapping of diseases describes their spatial distribution, aiming to detect
geographical variations and associations that may help in the identification of risks;
allocation of preventive or therapeutic resources; and to raise etiological hypotheses
(Santos, 2007).

Environmental health hazards derive from both natural and unnatural contaminants
in air, water, soil or food, that may lead to acute or chronic health problems (Hazards,
1991). The etiology of lymphoma is probably multifactorial, including environmental
factors, and remains elusive in spite of extensive research (American Cancer Society;
Muller et al., 2005; Vail et al., 2012).

Thereupon, and integrated into the larger “One Health” perspective, related to the
ever linkage of the well-being and health of humans, animals and the ecosystems
(Zinsstag et al., 2011), we hypothesized that a comparative epidemiological study of the
NHL geographical association between dogs and humans could help in revealing shared
potential environmental etiologic factors.

The aims of this study were to describe human and canine NHL epidemiologic
characteristics; to better understand their similarities; and to investigate a possible
geographical association between them in the region of Greater Porto in northern
Portugal.

Material and Methods
Study area

The study was performed in Greater Porto (figure 1), a part of the sub-region called
Metropolitan Area of Porto, located in the Northwest of Portugal, with a total population
of 1,287 282 habitants *°. Greater Porto has nine municipalities: Espinho (ESP),
Gondomar (GDM), Maia, Matosinhos (MAT), Porto (POR), Pévoa de Varzim (POV),
Valongo (VAL), Vila do Conde (VLC) and Vila Nova de Gaia (VNG). We considered this

spatial unit as the reference to assess risk and spatial clusters.
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Study population

Data from human-NHL diagnosed from 2005 to 2010 were obtained from the North
and Central Region Cancer Registry of Portugal (RORENO and ROR-Centro). The data
included age, gender, residential postal code, date of the diagnosis, tumors’ topography
and morphology (CID-O-3). Human-NHL were categorized by the phenotype’s
information (B or T), when available. The human population data were extracted from
the Portuguese Census 2011 from National Institute of Statistics — INE.

Data from canine lymphomas were collected in the following veterinary centers:
Veterinary Hospital of University of Porto — UPVet; Veterinary Cytology Service and
Laboratory of Animal Pathology from ICBAS-UP; Veterinary Diagnostics Center —
CEDIVET, Laboratory of Animal Health and Food Safety - SEGALAB; National Institute
of Veterinary Investigation — INIAV; Veterinary Hospital Centre - CHV; Porto Veterinary
Hospital - HVP and Montenegro Veterinary Reference Hospital. Data pertained to
diagnoses obtained between 2005 and 2016 in the mentioned veterinary centers
included age, sex, breed, size (breed standard or dog weight in mongrels), date of
diagnosis, diagnostic method (cytology, histopathology or necropsy), classification and
immunophenotype (when available). Data source for the canine population was the
national microchip identification database (SICAFE) from Direccdo-Geral de
Alimentacé@o e Veterinaria (DGAV), the Portuguese National Authority for Animal Health.

Both human-NHL and canine lymphomas were topographically categorized into six
anatomical sites to allow for comparisons between both species - nodal,
gastrointestinal/alimentary; bone marrow/leukemic; skin; mediastinal; extra nodal (e.g.
nervous and genitourinary systems; heart, eye, bone; ear canal, mammary gland).

The study was approved by the bioethics body for animal welfare (ORBEA) of the

Institute of Biomedical Sciences of Abel Salazar-University of Porto (ICBAS-UP).

Data and spatial analysis

Data regarding the global Greater Porto and its municipalities” human and canine-
NHL cases was used to calculate age standardized risks (ASR). For humans, the number
of NHL cases per 100 000 inhabitants was age-adjusted, while for dogs, ASR were
calculated as the number of canine lymphoma cases per 10 000 dogs. Dog sizes were
grouped into categories, according to their breed standard or weight (in mongrels), as:
small (<11kg); medium (11-23kg); large (23.1-40kg) and giant (>40kg).

To study the potential geographic association between human- and canine-NHL,
maps of spatial distribution of cases were performed. The ArcGIS® software was used
on updated maps of the municipalities and data from human-NHL were georeferenciated

on the basis of the postal codes (seven digits) that represented the smallest geographic
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code-sections, as well as the wider ones (four digits) that represented the parishes. Data
from canine-NHL were georeferenciated on the basis of the owners” addresses, as
registered in the veterinary centers, or the addresses of the original veterinary centers in

referred cases.

Statistical analysis

The Z-test for the difference of proportions (two-sided, 5% level of significance) was
performed for gender, size and breed, tumor immunophenotype and topography. The T-
test was used to calculate statistical differences between the mean ages. Age-
standardized incidence risks (ASR) were calculated for each municipality both for human
and canine data using a standardization factor (SF). SF was calculated as a ratio of
observed and expected NHL cases. Thus, a SF below one means a higher ASR than
the general Greater Porto’s ASR. Associations between human- and canine-NHL ASR,
assessed at the municipality level using Pearson’s correlations, and a p-value less than

0.05 were considered significant.

Results

Characteristics of the human-NHL population at Greater Porto

A total of 1242 human-NHL cases were included in the study. There was a statically
significant predominance of men (53.4%, p=0.017) that presented a higher relative risk
(OR=1.27; p<0.001; CI:1.14;1.42). However, in the elderly group (>75 years old) the
number and percentage of women surpassed men (table 1), although the difference was
not statically significant. Men also presented a younger mean age at diagnosis than
women (59.89 vs 63.58 years old, respectively) (p<0.001). Although there was no
information of the immunophenotype in 360 (29.9%) cases, the majority (85.6%; n=755;
p<0.05) was of the B-cell phenotype, predominant in all age groups with the exception
of young patients (0 to 14 years old), and in all anatomical sites with the exception of
cutaneous lymphomas.

Topographically, lymph nodes were the most commonly affected organs as showed
in table 1. Men were also significantly more affected by bone marrow (p=0.009),
cutaneous (p=0.002) and nodal T-cell NHL (p=0.05). The mean age in years of
mediastinal cases was statistically lower, both in the general population (42.5 y.0;
p=0.001) and particularly in men (37.7 y.o; p=0.006). With the exception of bone marrow
and splenic locations, women tended to be older at diagnosis in all locations, with

statistically significant differences in nodal (p<0.001) and cutaneous NHL (p<0.05).
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Greater Porto presented an ASR of 16.1 cases/100 000 habitants (18.1 for men and
14.2 for women), with the higher value in the group older than 75 years (55.8 and 40.8

for men and women, respectively).

Characteristics of canine-NHL population

From a total of 504 canine-NHL in Greater Porto, the majority (387- 76.8%) were
diagnosed by cytology; 101 (20%) using histopathology; 13 (2.5%) by necropsy; and 4
(0.8%) by means of cytology followed by histopathology.

As in human-NHL, males predominated (56.1%; p=0.013), although no significant
age differences were determined (table 2). The male prevalence increased in parallel
with age, reaching significance in animals older than 9 years, in opposition to humans
where women tended to prevail in older groups (tables 1 and 2). Dogs followed the same
trend towards a B-cell phenotype prevalence, although not as marked as in humans
(55% vs. 85.6%). Moreover, in contrast to humans, the proportions of B and T
phenotypes were not statistically different in both genders. In both species, cutaneous
NHL was the exception to the B phenotype prevalence. Finally, aging had dissimilar
effects in humans and dogs.

The breed distribution of our series (table 2) is similar to previous studies (Edwards
et al., 2003; Ponce et al., 2010b; Priester, 1967; Vail et al., 2012; Valli, 2015; Valli et al.,
2013), with mongrels being the most common (30.5%), followed by Labrador Retrievers
and Boxers, the latter, as previously described (Ito et al., 2014; Priester, 1967), more
affected by T-cell than B-cell NHL. Rottweilers, the fourth most common breed, showed
the youngest mean age (7.4 years old; p=0.0003) while Golden Retrievers presented a
significantly older mean age at diagnosis (p=0.04), also observed in mongrels (p<0.001),
when compared with the total population.

Concerning the grouped sizes, large and giant dogs were statistically more
represented (62.7%) and significantly younger at diagnosis than small/medium breed
dogs (8.5 vs. 9.5 years old; p=0.018). Small and medium dogs showed significantly more
B-cell lymphomas (71.4%, p=0.028) than large and giants ones (table 2).

Similar to humans, the nodal form was predominant (80.4%), particularly in males
(55%, p=0.047). The oldest mean age was determined in extranodal forms while the
youngest was in the cutaneous lymphomas.

Dogs of the Greater Porto area presented an ASR of 7.63 cases/10 000 dogs (8.2
for males and 7.0 for females). Males presented the highest value for ASR at age level
older than 16 years old, while females showed a peak of risk at age level of 11 to 15

years old (table 4).
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Table 1 - Characteristics of human-NHL cases among residents in Greater Porto, diagnosed from 2005 to 2010.

Gender (%) Mean Age (SD) Immunophenotype (%)*
B-cell T-cell
Total Men Women Total Men Women Total Men Women Total Men Women
1242 664* 578 61.61 59.89 63.58%* 755** 391 364 127 83 ** a4
(53.4) (46.6) (15.97) (16.44) (15.19) (85.6) (51.7) (48.2) (14.4) (65.3) (34.6)

Age group
0-14 8(0.6) 7(87.5) 1(12.5) 7.2(3.8) 7.4(4.1) 5.4(0) 4(50) 3(75) 1(25) 4(50) 4(100) 0
15-24 13(1.1) 9(69.2)**  4(30.8) 20.4(2.5) 20.4(2.4)  20.3(3) 8(80) 4(50) 4(50) 2(20) 2(100) 0
25-64 645(52) 374(58)** 271(42) | 51(10.3) 50.8(10.6) 51.2(9.8) | 395(86)**  223(56.4) 172(43.6) | 64(14) 40(62.5)  24(37.5)
65-74 307(24.7)  155(50.5) 152(49.5) | 70.1(3.0) 70.1(3.0)  70(2.9) 179(85.2)** 89(49.7)  90(50.3) | 31(14.8) 24(77.4)* 7(22.6)
>75 269(21.6) 119(44.2) 150(55.7) | 80(4.1) 81(4.2) 80.9(3.4) | 169(71.3)** 72(42.6)  97(57.3) | 26(28.7) 13(50) 13(50)
Anatomical site
Nodal 646(52) 329(50.9) 317(49.1) | 61,2(16.1) 58,5(16.7) 64,0(15)** | 398(91.4)** 200(50.2) 198(49.8) | 37(8.5)  25(67.5)* 12(32.5)
Aliment.  170(13.7) 90(53) 80(47) 62,6(14.9) 62,0(14.4) 63,2(15.4) | 129(97.7)** 70(54.3)  59(45.7) | 3(2.2) 2(66) 1(33)
BM 151(12.2) 92(61)**  59(39) 65,6(13.2)° 66,7(12.4) 63,8(14.3) | 87(86.1)** 49(56.3)  38(43.7) | 14(13.9) 11(78.5)  3(21.5)
Extran. 115(9.2)  63(54.8)  52(45.2) | 60,4(16.8) 59,5(17.6) 61,5(15.9) | 80(95.2)** 39(48.7)  41(51.3) | 4(4.8) 3(75) 1(25)
Skin 111(8.9)  67(60.3)* 44(39.7) | 60,3(16.8) 57,8(16.7) 64,1(16)* | 19(22) 14(73.7)  5(26.3) 68(78)** 41(60.3)  27(39.7)
Splenic 32(2.6) 13(40.6)  19(59.4) | 64,5(10)**  62,30(9.6) 66,0(10.4) | 28(100)**  11(39.3)  17(60.7) | O 0 0
Mediast.  17(1.4) 10(58.8)  7(41.2) 42,5(23)**  37,7(25.6) 49,3(20.4) | 14(93.3) 8(57.1) 6(42.9) 1(6.7) 1(100) 0

Differences in line *; Differences in column $‘; * p<0.05; **p<0.01; #n=882. Anatomical site: Nodal: lymph nodes; aliment.: gastrointestinal; BM: Bone marrow; Extran.:

extranodal ; Skin: cutaneous; Mediast.: mediastinal.
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Table 2. Characteristics of canine-NHL cases diagnosed from 2005 to 2016 in Greater Porto.

Sex - n(%) Mean Age (SD) Immunophenotype n(%)
B-cell T-cell

Total (%) Male Female Total Male Female Total Male Female Total Male Female

504 280(56.1)* 224(43.8) | 9.0(3.55) 9.11(3.55) 8.87(3.54) | 58(55) 32(55.2) 26(44.8) | 39(45) 21(53.8) 18(46.2)
Most common Breeds
Mongrel 154(30.5) 89(57.8) 65(42.2) 10.7(3.6)**  10.8(3.7) 10.6(3.4) 17(68) 6(35.3) 11(64.7) | 8(32) 5(62.5) 3(37.5)
Labrador 46(9.1) 27(58.7) 19(41.3) 9.5(3.2) 9.9(3.0) 8.9(3.5) 3(42.9) 2(66.7) 1(33.3) 4(57.1) 2(50) 2(50)
Boxer 36(7.5) 18(50) 18(50) 8.4(3.6) 9.2(3.9) 7.7(3.1) 3(37.5) 2(66.7)  1(33.3) | 5(62.5)  2(40) 3(60)
Rottweiler ~ 35(6.9) 21(60) 14(40) 7.4(2.2)%  7.5(1.9) 7.2(2.6) 3(60) 3(100) 0 2(40) 2(100) 0
Cocker Sp 30(5.9) 17(56.7) 13(43.3) | 9.5(3.7) 9.9(4.1) 9(3.1) 6(75) 3(50) 3(50) 2(25) 0 2(100)
Golden Ret 23(4.5) 13(56.5) 10(43.5) 10.1(2.3)*  10.4(2.1) 9.7(2.6) 3(75) 3(100) 0 1(25) 0 1(100)
German Sh 22(4.3) 13(59) 9(41) 9(3.2) 8.6(2.8) 9.4(3.7) 1(50) 0 1(100) 1(50) 1(100) 0
Dog Size
Small 36(10) 18 (50) 18 (50) 11(3.3) 10.9(3.1) 11.1(3.7) 6 (66.7) 3(50) 3(50) 3(33.3) 1(33.3) 2(66.7)
Medium 97(27) 56 (57.7) 41(42.3) | 8.9(3.7) 9.2(3.8) 8.5(3.6) 19 (68) 11(58) 8(42) 9(32) 6(66.7) 3(33.3)
S+M 133(37.2) 74(55.6) 59(44.3) | 9.5(3.7) 9.6(3.7) 9.3(3.8) 25(71.4)*  14(56) 11(44) 10(28.6) 6(60) 4(40)
Large 201(56.3) 111(55.2) 90(44.8) | 8.8(3.0) 9.1(2.9) 8.4(3.2) 21(56.7) 11(57) 9(42.8) 16(43.2) 8(50) 8 (50)
Giant 23(6.4) 13 (56.5) 10(43.5) | 6.5(2.2) 6.9 (2.5) 6.1(1.7) 1(20) 1(100) 0 4(80) 3(75) 1(25)
L+G 224(62.7)%  124(55.3) 100(44.7) | 8.6(3.0)° 8.9(2.9) 8.2(3.2) 21(51.2) 12(57) 9(43) 20(48.7)  11(55) 9(45)
Age group
0—4years 36(7.5) 15(41.7) 21(58.3) 3.3(0.7) 3.4(0.8) 3.3(0.6) 5(71.4) 3(60) 2(40) 2(28.6) 1(50) 1(50)
5-9years  207(43.3) 112(54.1)  95(45.9) | 7.2(1.3) 7.2(1.4) 7.2(1.2) 22(50) 11(50) 11(50) 22(50) 12(54.5) 10(45.5)
>9 years 235(49.2) 135(57.4)* 100(42.6) | 12.4(2.1) 12.3(2.3) 12.4(2) 27(67.5)* 14(51.9) 13(48.1) | 11(27.5) 7(63.6) 4(36.4)
Anatomic site
Nodal 403(80.4) 222(55)*  181(45) 9.4(3.4) 9.6(3.4) 9.1(3.5) 38(64.6)*  22(57.9) 16(42.1) | 21(35.4) 11(52.4) 10(47.6)
Alimentary  57(11.38) 30(52.6) 27(47.3) | 9.7(3.3) 9.9(3.5) 9.5(3.1) 17(56.7) 8(47.1)  9(52.9) | 13(43.3) 7(53.8)  6(46.2)
Skin 28(5.6) 18(64.2) 10(35.7) 8.7(3.5) 8.2(3.9) 9.6(2.7) 3(42.8) 2(66.7) 1(33.3) 4(57.2) 3(75) 1(25)
Extranodal 6(1.2) 4(66.6) 2(33.3) 10.3(4.5) 11.2(4.2) 8.5(6.3) - - - - - -
Leukemia® 5(1) 3(60) 2(40) 9.2(3.5) 10.3(0.5) 7.5(6.3) - - - 1(100) - 1(100)
Mediastinal  2(0.4) 2(100) - 9.5(0.7) 9.5(0.7) - - - - 1(100) - -

*Only blood and bone marrow involved. * Differences in line; ® Differences in column; * p<0.05; ** p<0.01
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Characteristics of human and canine non-Hodgkin lymphomas across the municipalities

of Greater Porto

The geographical distributions of human- and canine-NHL cases were quite similar,
as showed in figures 1 and 2. As displayed in table 3, the municipality of Porto presented
the highest human ASR, followed by Matosinhos, Vila do Conde and Maia. The former
presented the highest risks both for men (22.2) and women (18.5). Matosinhos presented
the higher risk for boys and Maia for girls (0-14 y.o; 2.6 and 1.5, respectively). Gondomar
presented the highest values for young men and Valongo for young women (15 to 24
y.0; 5.3 and 3.2, respectively). Porto presented the highest ASR for men and women
adults (25 to 64 y.o.) and also for elderly men (65 to 74 y.o.) (22.2, 17.4 and 68.8,
respectively). Vila do Conde presented the highest values for elderly women (65 to 74
y.0.; 55.9) and for men older than 75 years (104.4). Valongo had the highest ASR for

women older than 75 years (63.3).

The highest canine ASR were found in the municipalities of Maia, Porto and
Matosinhos (table 4), particularly males in Maia (18.6) and females in Porto (12.3).
Paralleling age risks in humans, Matosinhos presented the highest ASR for male young
dogs (0-2 y.o.; 1.1) and Porto for male old dogs (11 to 15 y.o.; 48.8) and elderly females

(>16 y.o; 40.8).

Correlation analyses revealed that there was a significant relationship between
human and canine ASR per municipalities (r=0.664, p=0.036), including men to male

dogs (0.671; p=0.034) as well as women to female dogs (0.659; p=0.038) (table5).

103



Figure 1. Geographic maps illustrating the spatial distribution of human-NHL cases

across the municipalities of Greater Porto.
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Figure 2. Geographic maps illustrating the spatial distribution of canine-NHL cases

across the municipalities of Greater Porto.
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Table 3: Human annual age-sex standardized risk (ASR) amongst the Greater Porto
municipalities, 2005 to 2016 (Cases/100 000).

age-levels age-levels

ASR | Men 0-14 123 25-64 65-74 >75 |Wom O0-14 15-24 25-64 67!21 >75
Total 16.1 | 181 12 21 176 49.0 558|142 0.2 1.0 11.6 39.6 40.8
Esp 105 | 11.1 00 00 13.7 211 286 | 99 0.0 0.0 7.2 169 454
Gdm 141 | 165 00 53 169 37.2 484|119 0.0 0.0 85 238 554
Maia 16.1 | 20.7 14 24 182 573 86.7 117 15 0.0 11.5 33.4 14.0
Mat 178 | 195 26 1.7 20.0 433 611|163 0.0 0.0 13.9 50.6 38.6
Porto 203 | 22.2 23 1.3 222 688 545|185 0.0 1.4 17.4 516 44.4
Pov 142 | 159 0.0 43 177 424 222|126 0.0 0.0 10.6 44.7 25.2
Val 145|159 21 00 177 393 257|132 0.0 3.2 8.1 335 633
VIC 16,5 | 182 00 00 172 27.8 104.4|151 0.0 0.0 10.6 559 416
VnG 13.7 | 156 0.7 2.0 13.6 50.0 528|119 0.0 2.1 9.8 299 36.4

Esp: Espinho; GDM: Gondomar; Mat: Matosinhos; Pov:Pévoa deVarzim; Val: Valongo; VIC: Vilado Conde;

VnG: Vila Nova de Gaia. Wom: women.

Table 4: Canine annual age-sex standardized risk (ASR) amongst Greater Porto

municipalities, 2005 to 2016 (cases/10 000).

age-levels age-levels

ASR |Male 0-2 3-5 6-10 11-15 >16 |(Fem 0-2 3-5 6-10 11-15 >16
Total 7.63 |8.2 0.2 24 136 222 235 |70 03 29 11.8 17.4 126
Esp 3.8 6.0 0.0 0.0 153 0.0 56.8 |19 0.0 74 00 0.0 0.0
Gdm 4.6 5.3 0.0 23 9.6 4.9 29.7 |3.8 0.7 13 5.9 124 0.0
Maia 133 |186 00 79 369 315 423 |81 00 13 157 21.8 9.2
Mat 109 |10.2 1.1 35 129 320 34.4 |11.7 0.0 4.7 151 344 341
Porto 125 [125 0.8 0.0 181 488 33.2 (123 0.0 3.2 209 29.1 40.8
Pov 8.2 8.2 0.0 00 165 123 50.5 |83 0.0 49 123 179 236
Val 3.6 4.7 00 1.7 9.7 10.7 5.1 2.4 1.2 19 37 4.1 0.0
VIC 4.0 4.6 0.0 09 75 19.6 0.0 34 00 22 67 59 0.0
VnG 6.5 5.6 0.0 28 8.7 16.9 7.3 74 0.0 35 140 163 8.0

Esp: Espinho; GDM: Gondomar; Mat: Matosinhos; Pov: Pdvoade Varzim;Val: Valongo; VIC:Vilado Conde;

VnG: Vila Nova de Gaia. Fem: female.

Table 5 — Pearson’s correlations (r and p-value) per municipalities between Human and

Canine ASR.

hASR Men Women
cASR 0.664* 0.772* 0.450
p-value 0.036 0.009 0.192
Male 0.486 0.671* 0.204
p-value 0.154 0.034 0.571
Female 0.743* 0.730* 0.659*
p-value 0.016 0.019 0.038
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Finally, human and canine standardization factors were correlated (r=0.683,

p=0.043) and showed that Porto and Matosinhos had high SF to human and canine,

while Maia presented a peak of value for dogs (table 6 and figure 3)

Table 6: Human and canine standardization factor (SF) amongst Greater Porto

municipalities.
human-SF Men Women canine-SF Male Female
Espinho 0.65 0.61 0.69 0.51 0.73 0.26
Gondomar 0.83 0.90 0.83 0.60 0.65 0.54
Maia 0.99 1.14 0.82 1.75 2.27 115
Matosinhos 1.10 1.07 1.14 1.42 1.24 1.66
Porto 1.26 1.22 1.30 1.62 1.53 1.76
Pévoade Varzim 0.88 0.87 0.88 1.09 1.00 1.18
Valongo 0.89 0.87 0.92 0.47 0.57 0.33
Vila do Conde 1.02 1.00 1.05 0.53 0.56 0.49
Vila Nova de Gaia 0.85 0.86 0.83 0.85 0.69 1.05

Figure 3: Graphic plot of human and canine standardization factor (SF) amongst the

municipalit
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ies of Greater Porto.
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Discussion

To the best of the authors’ knowledge, this is the first study approaching human and
canine lymphomas under the “one health” perspective (Zinsstag et al., 2011). By
studying the epidemiologic characteristics of human and canine NHL inhabiting the same
geographic area during a similar period of time, and thus subjected to similar
environmental influences, we were able to describe and compare a similar set of
interestingly characteristics in both species. The analysis of the ASR distribution
revealed a strong spatial correlation between species suggesting similar and comparable

age and sex patterns.

The worldwide human-NHL upsurge, although affecting both genders, is predominant in
men, as verified in our population (Fisher and Fisher, 2004; Muller et al., 2005). Males
also predominated in dogs, although the genders’ age at diagnosis were dissimilar, with
men being significantly younger than women while female dogs were not significantly
older than males (tables 1 and 2). When grouped by age, gender proportions revealed
to be inverted in both species. While the proportion of women increased with age, the
opposite occurred in dogs. One explanation for such differences may be related to
hormonal influences. It has been postulated that estrogens may exert a protective effect
against the development of NHL (Kane et al., 2012; Villamil et al., 2009) so early
neutering of female dogs, an ever-growing trend in Portugal, may lower the age
incidence of NHL and override the gender natural trends. Although it may be argued that
male castration also influences the age at diagnosis, such procedure is much less

common in Portugal.

It is consensual that human B-cell NHL prevails in western countries (Chihara et al.,
2015; Fisher and Fisher, 2004) and our series is no exception. However, and unlike
previously published canine studies (Dobson et al., 2002; Ito et al., 2014; Marconato et
al., 2013; Ponce et al., 2010b; Vail et al., 2012; Valli et al.,, 2013), there were no

significant immunophenotype differences in canine NHL. Moreover, our population
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revealed a higher T-cell NHL proportion than the ones previously published in Europe
(45% vs. 17-39%, respectively) (Fournel-Fleury et al., 2002; Jankowska et al., 2015;

Pastor et al., 2009; Ponce et al., 2010a).

Dog breed distribution in this series is similar to previous studies (Edwards et al., 2003;
Ponce et al.,, 2010b; Priester, 1967; Vail et al., 2012; Valli, 2015; Valli et al., 2013)
Mongrels predominated (30.5%), followed by Labrador Retrievers. Boxers were affected

by more T-cell than B-cell NHL, as previously described (lto et al., 2014; Priester, 1967).

The point distribution of human- and canine-NHL cases across Greater Porto is quite
similar and predominant in urban areas. Also, human- and canine-ASR were both higher
in municipalities with elevated urban densities such as Porto, Maia, Matosinhos and Vila
do Conde. The differences between human and canine ASR may due to, on one hand,
lack of available information in some regions and, on the other, the fact that dogs have
a more restricted daily mobility and lower migration frequency than people, leading to
higher levels of exposure to potentially hazardous environmental factors. Considering
that the accuracy of exposure assessment is a major challenge in human environmental
epidemiology (Reif, 2011), it seems reasonable to assume that dogs may contribute to
the early identification of risk environments with less bias than humans, strengthening

their sentinel role in human health surveillance (Reif, 2011).

Results of statistical analyses strengthened our hypothesis that a comparative
epidemiological study of the NHL geographical association between dogs and humans

helps revealing potential environmental etiologic factors.

Similar patterns in human and animal cancer epidemiology are very likely related to
environment exposures so dogs may be sensitive sentinels for the presence of such

hazards (Hazards, 1991).

Canine data base has underrepresentation of the dog population which may introduce

bias and affect canine ASR. Also, the location assignment at municipality level, due to
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the lack of available information of the precise owner’s postal code or address, may have

introduced some bias to our results.

Our study strengthens the value of comparative epidemiology for better understanding
human and animal cancer risks. There are many similarities between human and canine
NHL, two species that increasingly share common environments. If approached
together, both species provide valuable information in the complex search for the causes

of cancer.

In conclusion, we evidenced a close epidemiological and geographical association
between human- and canine NHL in the northern region of Portugal, reinforcing the
hypothesised value of the dog as a sentinel for human oncologic epidemiology, with

potential benefits for both species.
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45. CAPITULO V - Comparacéo internacional - Porto e Sdo Paulo.

4.5.1. Consideragdes Gerais e Objetivos

A analise comparativa entre distintas regides pode constituir-se como um
importante contributo para o melhor conhecimento da origem e desenvolvimento de
doencas e patologias especificas. A existéncia de dados sobre linfoma canino naregiao
de S&o Paulo-Brasil, obtidos num estudo realizado por Kimura, K.C. em 2012 na
Universidade de S&o Paulo™’®! motivou-nos a procurar dados epidemiolégicos e
ambientais na regido do Porto e tentar estabelecer paralelismos e diferencas entre as
duas areas geograficas. Duas cidades separadas por um oceano, com culturas
semelhantes, mas niveis de poluicdo diferentes, apresentam taxas de incidéncia
similares embora com tipologias distintas. Poderéo as explicagfes para estas similitudes
e diferencas ser encontradas em fatores ambientais? Esta foi a pergunta que conduziu
ao presente estudo.

Perante a escassez de dados epidemiolégicos sobre linfomas caninos no Porto,
procedeu-se a uma recolha, o mais exaustiva possivel, de informacdo que permitisse
caracterizar a doenca na regido, descrita no capitulo 4.

Para ser possivel formular hip6teses que justifiquem os resultados obtidos e as
diferencas encontradas foram estudados os principais fatores ambientais de risco.

Um dos maiores problemas ambientais do municipio de Sao Paulo é a poluicao
atmosférica oriunda do intenso trafego rodoviario. Sabendo que os niveis oficialmente
permitidos em Sao Paulo sdo mais elevados do que do Porto e que o volume de trafego
é inferior no Porto, foram obtidos dados sobre a qualidade do ar na regido e os principais

poluentes detetados, tanto em ambientes exteriores como interiores.
4.5.2. Materiais e Métodos
4.5.2.1. Qualidade do Ar
45.2.1.1. Porto
A qualidade do ar em Portugal é monitorizada pela Agéncia Portuguesa do
Ambiente e os dados sao disponibilizados on line (QualAr — Base de Dados on-line sobre

a qualidade do ar®”), com base em informacdo recolhida pelas Comissdes de

Coordenacgéo e Desenvolvimento Regional (CCDR)!18%,
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A Rede de monitorizacdo da qualidade do ar (RMQA) da Regido Norte é
constituida por quatro aglomerac¢des: Porto Litoral, Vale do Ave, Vale do Sousa e Braga
e por duas zonas: Norte Litoral e Norte Interior, composta por 24 estacbes de
monitorizacdo distribuidas por 16 Concelhos: Porto, Maia, Matosinhos, Valongo,
Gondomar, Vila do Conde, Vila Nova de Gaia, Espinho, Paredes, Pacos de Ferreira,
Braga, Vila Nova de Famalicdo, Guimaraes, Santo Tirso, Vila Real e Viana do Castelo.
A area metropolitana do Porto possui atualmente 17 esta¢es!*8,

As estacdes estdo equipadas com analisadores automaticos que medem em
continuo os poluentes monéxido de carbono (CO), diéxido de azoto (NO3), didxido de
enxofre (SO2), ozono (Os),matéria particulada - PMaio, PM25s e BTX (compostos
organicos volateis) e registam as respetivas concentracdes em médias de 15
minutos*°,

As estacdes sao classificadas consoante o ambiente em que se inserem (urbana,
suburbana e rural), e também de acordo com a proximidade as principais fontes
emissoras - trafego, industrial e de fundo. As estacdes de fundo ndo se encontram sob
a influéncia direta de vias de trafego ou de qualquer fonte préxima de poluicdo mas
permitem conhecer a exposicdo média a que qualquer cidad&o esta sujeito®. Estas
classificacbes interligam-se entre si, existindo esta¢des urbanas de fundo, rurais de
fundo, suburbanas de fundo, urbanas de trafego e estacdes industriais™®. A tabela 4.5.1
lista as estacBes de medicdo da qualidade do ar de PMio € NO2 nos municipios do
Grande Porto e a figura 4.5.1 localiza-as com os respetivos codigos.

Tabela 4.5.1- Estacdes da rede de medi¢cdo da qualidade do ar no Grande Porto.

Concelho Estacao Codigo Tipo de ambiente Tipo

Espinho Avenida 24 A24 Urbana Trafego

Espinho Anta-Espinho ANT Suburbana Suburbana de Fundo
Gondomar Padre Joaquim Neves PJN Urbana Trafego

Maia Vila Nova da Telha VNT Suburbana Suburbana de Fundo
Maia Dom Manuel Il DM2 Urbana Trafego

Maia Afonso Henriques Ahe Urbana Trafego

Matosinhos Meco — Perafita PER Suburbana Industrial
Matosinhos Augusto Gomes AuG Urbana Trafego

Matosinhos Jodo Gomes Laranjo JGL Urbana Trafego

Matosinhos Leca Balio LdB Suburbana Suburbana de Fundo
Matosinhos Custdias Cus Suburbana Suburbana de Fundo
Porto Francisco Sa Carneiro FSC Urbana Trafego

Porto Mouzinho de Albuquerque MoA Urbana Trafego

Porto Sobreiras SOB Urbana Urbana de Fundo

V. N. Gaia Avintes AVI Urbana Urbana de Fundo
Vila do Conde Mindelo MIN Suburbana Suburbana de Fundo
Vila do Conde EN 13 — Azurara AZU Suburbana Trafego
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Figura 4.5.1 — Localizacdo das estacdes de medicdo de NO: (esquerda) e P
da rede de monitorizacdo da qualidade do ar no Grande Porto.

45.2.1.2. Sao Paulo

A poluicdo do ar no municipio de Sao Paulo é monitorizada pela Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), através de 12 estacles fixas de
monitorizagdo que medem as concentragdes de CO, SOz, NO2, PM1o, PM2s e ozonoY.,

Sabe-se que a concentracdo de poluentes atmosféricos esta fortemente
relacionada com as condicdes meteoroldgicas**3l. Alguns fenémenos, como periodos
extensos de calmaria, ventos fracos e inversdes térmicas a baixa altitude, favorecem
altos indices de poluicdo™ Y, O Gltimo fenémeno é particularmente comum no inverno
paulista, quando as baixas temperaturas noturnas se elevam rapidamente durante o dia,
provocando alteragGes do arrefecimento natural do ar, pela formacdo de uma camada
de ar quente sobre a cidade, “aprisionando” a sua atmosfera e impedindo a disperséo
dos poluentest#?,

Em 2008, o governo do Estado de Séo Paulo iniciou um processo de revisdo dos
padrbes de qualidade do ar, baseando-se nas diretrizes estabelecidas pela OMS e
definindo novos padrdes de qualidade do ar assim como limites maximos permitidos
para os poluentes (tabela 4.5.2) 4,

Mao (direita)
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Tabela 4.5.2 - Alteracdo dos limites maximos permitidos por lei dos poluentes
monitorizados na cidade de S&o Paulo e valores preconizados pela Organizagdo
Mundial de Saide (OMS)®7 41

Valores limites (pg/m3) Matéria particulada SO, NO, 03
Antes de 2013 Média anual — 50 80 100 160
Média diaria - 150

Depois de 2013 Média anual —40 40 60 140
Média didria - 120

oMS Média anual — 20 - 40 100
Média diaria - 50

A partir de 2013, os municipios comecaram a receber a cada trés anos uma
classificacdo legal relacionada com a concentracdo de cada poluente e ndo, como
anteriormente, com o indice global de qualidade do ar. Os dados de base sdo a média
das concentra¢des anuais ou, no caso do ozono, a média aritmética do 4° valor diério
dos ultimos 3 anostl. A designacdo baseia-se nos valores limites primarios (M1),
secundarios (M2) e terciarios (M3), estabelecidos pela lei*!l,

4.5.2.2. Principais poluentes atmosféricos

Os poluentes que ultrapassam os limites permitidos e causam maior preocupacao
em ambos 0s paises séo o diéxido de azoto (NO2), as particulas de tamanho superior a
10 micrémetros (PM1o) € 0 0zono.

No Grande Porto foram utilizadas as médias anuais de cada esta¢do da Rede de
monitorizacao, cedidos pelo CCDRN, no periodo de 2000 a 2013, dos poluentes NO: e
PMio. As estacdes que apresentaram valores acima das médias anuais permitidas por
um periodo superior a 3 anos foram consideradas estagbes “em atencao”.

Para o municipio de S&o Paulo, foram utilizadas as classifica¢es relativas a cada
poluente, como descrito no item 4.5.2.2.

Para o ozono, foi utilizado o nimero de ultrapassagens diarias do limite permitido
no periodo de 2005 a 2010 no Grande Porto. Para o municipio de Sao Paulo, os dados
sdo mostrados em horas de ultrapassagem, assim como a classificacdo atribuida ao
municipio pela CETESBH“Y,
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45.2.3. Radao

O rad&o é um géas nobre que se origina nos solos rochosos ricos em uranio®” e
pode libertar-se a partir das rochas, materiais de constru¢do e mesmo da agua, emitindo
particulas alfa, beta e gama cujos efeitos biol6gicos se produzem apds inalacdo em
grandes quantidades. Em Portugal a lei (Diario da Republica, 1.a série — N° 235 de 4
de dezembro de 2013) determina que a concentracdo maxima é de 400 Bg/m3 no
interior dos edificios, obrigando a sua medicdo em edificios construidos nos distritos de
maior risco, como € o caso do Porto. O raddo é considerado pela OMS como composto
carcinogénico*®!l e potencializador dos efeitos do tabaco no desenvolvimento dos

cancros pulmonares humanos (risco 25 vezes superior).

4.5.2.4. Distribuicao geogréfica dos linfomas

Para o Grande Porto foram incluidos neste estudo os casos de linfomas néo-
Hodgkin humanos registados entre 2005 e 2010 e os linfomas caninos diagnosticados
entre 2005 e 2016 na mesma regido (capitulo 4). Ambas as séries foram estudadas
através da técnica da Densidade Kernel, uma funcdo ndo-paramétrica para estimar a
funcdo probabilistica da densidade de uma variavel aleatoria, utilizada para calcular a
densidade numa area marcada por pontos, ou seja, quanto maior o nimero de casos
(pontos) agrupados, maior a densidadel*®?.. A técnica foi realizada no software ArcGIS®
versao 10.3, com a largura de banda padrao (1 km).

Os dados apresentados para o municipio de Sao Paulo foram descritos no
trabalho realizado por Kimura (2012) com base em 629 LNH humanos e 579 linfomas

caninos diagnosticados no periodo de 1996 a 2006148 1731,

45.3. Resultados

45.3.1. Poluicdo atmosférica

Grande Porto
No periodo entre 2000 e 2013 os niveis de concentracdo das particulas (PM1o) e
de di6éxido de azoto (NO2) foram amiude superiores aos valores limite permitidos,
enquanto os niveis de monoxido de carbono (CO), diéxido de enxofre (SO2), benzeno e
particulas (PM2;s) estiveram frequentemente abaixo dos respetivos valores limite*8],
As figuras 4.5.2 e 4.5.3 ilustram as concentragdes de PMi1o e NO2 medidas nas 17

estacoes do Grande Porto, constando-se que em 4 delas - Mouzinho de Albuquerque
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(Porto), Francisco Sa Carneiro (Porto), Afonso Henriques (Maia) e Augusto Gomes
(Matosinhos) - os valores anuais foram por varios anos superiores ao limite de 40 pg/m®.
A figura 4.5.4 mostra a localizagdo geogréafica destas estacfes no Grande Porto para as
PM1o e NO2.

Médias anuais - PM10

0 10 20 30 4 50
|

]
ESPIN - Anta-Espinho :
|

ESPIN - Av. 24

GOND - Pe. Joaquim Neves
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VNG - Avintes
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Figura 4.5.2 — Médias anuais para o poluente PM1o nas esta¢Bes de monitorizagdo da qualidade

do ar do Grande Porto. Base: dados fornecidos pela CCDRN.
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Figura 4.5.3 — Médias anuais para o poluente NO2 nas esta¢gfes de monitorizagdo da
gualidade do ar do Grande Porto no periodo de 2000 a 2013. Base: dados fornecidos pela

CCDRN.
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Os niveis de ozono (O3) na regido do Grande Porto ndo apresentaram uma

situacéo tdo grave, embora o limite tenha sido ultrapassado nalgumas estacdes*®l. Este

facto pode ser explicado pelos fatores de disperséo existentes na regido e pelo fato de

gue, como as reacfes fotoquimicas que conduzem a formacéo do ozono demoram uma

ou mais horas, 0s gases responsaveis pela formacdo do ozono, emitidos na cidade, sé@o

medidos algumas dezenas ou centenas de quildbmetros a jusante de onde sao

produzidos, dependentes da direcdo e sentido do ventol*®l. Este facto ajuda também a

explicar os valores particularmente elevados na estacdo de monitorizacdo de Lamas

D’Olol*8% 1931 A figura 4.5.5. ilustra as ultrapassagens anuais dos limites de Oz nas

diferentes estacdes da Rede de Monitorizacdo do Norte, no periodo de 2005 a 2010189,
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Figura 4.5.5 - Namero de dias por ano de ultrapassagem dos limites maximos de Ozono
nas estacdes da Rede de Medicao da Qualidade do ar da Regido Norte — CCDRN. Fonte:
Evolucdo da qualidade do ar na Regido Norte CCDRN 2010(189],

Sao Paulo

A Cidade de Sao Paulo foi classificada como M1 por exceder nos ultimos 3 anos
o valor limite primario (o mais elevado) de ozono, sendo considerada em valores-limite

aceitaveis para o didxido de azoto, particulas (MP) e diéxido de enxofre (tabela 4.5.3).

Tabela 4.5.3 — Classificacdo do Municipio de S&o Paulo relativamente aos poluentes
atmosfeéricos (fonte: CETESB 2017).

Poluente Classificagdo Valores (ug/m3)  Valores limite (ug/m3)
MP M2 30<MA<35 40
SO, M3 MA < 20 40
NO, M3 40<MA <45 60
(OF >M1 M4MVD > 140 140

MA: Média aritmética das médias anuais dos ultimos 3 anos representativos
M4MVD: Média aritmética do 4° maior valor didrio de cada um dos ultimos 3 anos

O IBGE disponibiliza dados em “Séries estatisticas” referentes aos poluentes
atmosféricos. A figura 4.5.6 ilustra graficamente o nimero de ultrapassagens registadas

para cada poluente entre os anos de 1996 e 2009.
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Figura 4.5. 6 - Namero de ultrapassagens, em horas totais, registadas na cidade de S&o
Paulo no periodo de 1995 a 2009 para os principais poluentes (Fonte: Séries estatisticas do
IBGE).

4.5.3.2. Radao

O radao esta presente em particamente todo o territério portugués, com maiores
concentracdes no Norte do pais, sendo considerado responsavel pelo aumento, em 18
a 28%, dos casos de cancro no pulmao na regidol*.

De acordo com o estudo realizado por Veloso et. al.!l, o Porto é o concelho com
as concentracdes médias interiores mais elevadas (151 a 210 Bq.m™), seguido por Vila
Nova de Gaia, conforme ilustrado na figura 4.5.7.

No municipio de Sao Paulo, segundo um estudo realizado em 2003 e 2004 em

residéncias, a concentragio média do rado foi de 25 Bq.m® (11-109)14,
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Figura 4.5.7 — Concentracao interior média de radao nos concelhos do Grande Porto. Fonte:

Veloso et al., 20120

45.3.3. Distribuicdo geografica dos linfomas

Os resultados da densidade de Kernel para os casos de LNH do Grande Porto
estdo ilustrados nas figuras 4.5.8 (LNH humanos) e 4.5.9 (linfomas caninos). A anélise
dos mapas evidencia uma distribuicdo similar entre os casos em ambas as espécies.

A distribuicdo geogréfica dos casos de LNH humanos e caninos no municipio de
Sédo Paulo estd representada na figura 4.5.10. Tal como no Grande Porto, h4 uma
associacdo entre a distribuicdo geogréfica dos casos de ambas as espécies e a elevada
poluicdo atmosférica, intensa urbanizacdo e trafego rodoviario da regido central da

cidade.
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Figura 4.5.10 - Distribuicdo espacial dos casos de LNH em humanos (esquerda) e em
caes (direita) na cidade de S&o Paulo no periodo de 1996 a 2006. Fonte: Tese de
Doutoramento de Katia Cristina Kimura, 2012, Universidade de S&o Paulol173]

4.5.4. Discussao

A similaridade espacial dos casos de LNH humanos e caninos encontrada tanto
no Grande Porto quanto em S&o Paulo aumenta a probabilidade de existir uma partilha
de fatores etioldgicos em ambas as espécies. Ndo é possivel descartar por completo,
no entanto, que a proximidade entre os seres humanos e os cdes tenha alguma
influéncia neste resultado fazendo com que as diferencas de densidade populacional
condicionem a probabilidade de serem diagnosticados mais casos de doengca nos
centros das cidades, como evidenciado neste estudo.

Em contraste com a semelhanca entre as duas areas — Sdo Paulo e Grande
Porto — da maior prevaléncia dos LNH de células B em seres humanos, os cédes
aparentam ser mais afetados por linfomas de células T em Sdo Paulo, enquanto no
Grande Porto os dois tipos de linfoma, T e B, surgiram igualmente prevalentes.
Curiosamente ambos os resultados sdo divergentes com os descritos noutras regides
do globo, onde foi consistentemente detetada uma maior proporcdo de linfomas caninos

de células B[74; 91;117;176;195]
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Em Sa&o Paulo foi proposto que esta divergéncia se deverd a elevada
concentracao de poluentes atmosféricos oriundos do intenso trafego. Nesta cidade o
problema mais grave aparenta ser uma constante elevacdo das concentracdes de
ozono. No Grande Porto, no entanto, a densidade automével nao é tdo elevada e as
concentracdes de 0zono ndo apresentam valores tdo criticos como em S&o Paulo. E
provavel que o ozono produzido na regido seja dissipado para regibes mais elevadas,
justificando-se assim as elevadas medi¢cdes encontradas na estacdo de Lamas D Olo.
Este facto, associado as caracteristicas de variacdo de temperatura da regido, mais
suave por influéncia da proximidade ao mar, pode evitar o fendmeno de inversao térmica
responsavel pelas elevadas concentracbes do gas em Sao Paulo.

Por outro lado, o Grande Porto enfrenta um problema distinto de poluig¢éo, o radéo,
uma questdo tdo premente que obrigou a imposicdes legais de monitorizagcdo em
concelhos especificos de Portugal. A exposicdo a este gas € particularmente
preocupante em ambientes interiores de constru¢des antigas, prevalentes no centro das
cidades e que podem influenciar a maior densidade encontrada de LNH nestas areas.
Num estudo conduzido na cidade de S&o Paulo em 2005, os valores encontrados
representam 30% da concentracdo média encontrada na Europal®4l.

Todas as investigacfes conduzidas sobre LNH apontam, com raras excec¢oes,
para uma etiologia multifatorial*2% 130:159:175] pe facto, embora para alguns subtipos ja
existam evidéncias fortes de fatores etiologicos como os virus®™, os linfomas
“ambientais” podem ser induzidos por qualquer substancia que ative cronicamente o
sistema imunitario, induzindo uma instabilidade gendmica potencialmente incontrolavel
com progressao para cancro8l,

Tanto Sao Paulo como o Grande Porto tém niveis de poluicdo que, embora
distintos, atingem niveis preocupantes e podem justificar o desenvolvimento de linfomas
nos seres humanos e nos cédes. O efeito potenciador do radao sobre os maleficios do
fumo de tabaco pode ainda estar na base da associagdo encontrada neste estudo entre
a maior incidéncia de linfoma canino e os habitos tabagicos dos seus proprietarios.

Em concluséo, embora os valores de incidéncia de LNH em humanos néao sejam
particularmente distintos entre as duas areas estudadas, é provavel que os fatores
etiologicos ambientais sejam diferentes — 0zono em Sao Paulo e o efeito potencializador
do raddo nos poluentes atmosféricos no Grande Porto — embora conduzindo ao mesmo
desfecho.

Apesar de a prevaléncia dos dois tipos de LNH — células B e células T — ser
semelhante em humanos, ambas as &areas estudadas apresentam uma proporcao de
linfomas de células T em caes superior a de estudos anteriores noutras regides

geograficas, com predominéncia do tipo T em S&o Paulo e equidade entre os dois tipos
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no Grande Porto. Ainda que este estudo se tenha debrucado sobre os fatores
ambientais, a influéncia genética ndo é despicienda em linfomas. De facto, a incidéncia
de tipos histolégicos especificos é comprovadamente diferente entre racas e mesmo
entre linhagens genealdgicas. O facto de o Brasil ter sido uma col6nia portuguesa até
1822 e de uma parte importante da emigracdo portuguesa subsequente se ter dirigido
a este pais favoreceu, naturalmente, a mobilidade dos cées e 0 seu cruzamento trans-
atlantico. A miscigenacgdo canina podera ter promovido o apuramento de linhagens que,
na sua origem brasileira, apresentavam uma maior predisposicdo para o0
desenvolvimento de linfomas do tipo T, disseminando-as pelas regifes portuguesas de

maior origem da emigracao.
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4.6. CAPITULO VI- Estudo da implementacdo de um Registo de Cancro Animal
em Portugal — PTRCA

4.6.1. Consideragbes Gerais

Os registos oncolégicos representam o inicio de todos os tipos de estudos
epidemiolégicos em cancro, sejam eles de base hospitalar ou populacional. A
comunicacdo e codificacdo das variaveis inseridas no registo sdo fundamentais para a
partilha de dados e estudo comparativos.

Em 2012 iniciou-se em Sao Paulo o Registro de Cancer Animal e em 2013 foi
proposto iniciar testes de internacionalizacdo desta plataforma. O Registro de Cancro
Animal de Portugal (PTRCA) nasceu desta parceria internacional entre a Universidade
do Porto e a Universidade de S&o Paulo com o objetivo de criar uma base de dados

internacionalmente padronizada.

4.6.2. Materiais, Métodos e Resultados

O responsavel pelo desenvolvimento do sistema de colheita de dados de S&o
Paulo (RCA-SP) é o médico veterinario e mestre Marcelo Teddardi, pertencente ao
Nucleo de Pesquisa em Oncologia Veterinaria (NAP-ONCOVET) da Universidade de
S&o Paulo, liderado pela Professora Doutora Maria Lucia Zaidan Dagli.

Em trabalho conjunto foi realizado um plano de trabalho para a implementacéo
do Registo de Cancro Animal de Portugal (PTRCA), com diversas etapas descritas a
seguir.

1. Aquisicdo do endereco eletrénico para o acesso ao sistema

Foi adquirido o enderego eletrénico www.ptrca.com contendo uma pagina
inicial explicativa seguida de um link para aceder ao sistema de inser¢do dos dados.
Este link € um redirecionamento para um endereco fornecido pelo responsavel do
sistema em S&o Paulo que criou uma plataforma inserida no RCA-SP

(www.cdinfor.com.br/rcasp-pt).
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2. Adaptacbes

Foram estudadas e introduzidas as adaptacdes linguisticas tidas por necessarias
para melhor compreensdo dos conteldos, inseridas ragcas que estavam ausentes da

listagem inicial e as localizacGes geograficas através dos codigos postais.

3. Validagéo Interna

12 fase: durante a fase de adaptacfes, foram sendo realizados testes com a insercao
de casos internos para verificacdo da validade interna, procura de erros, e
identificacdo de dificuldades remanescentes. As necessidades foram comunicadas
ao responsavel do sistema em S&o Paulo, que procedeu aos respectivos ajustes.

22 fase: apds as adaptacdes da 12 fase, foi feita a validacdo interna, solicitando-se
inicialmente aos estagiarios do Hospital Veterinario da Universidade do Porto —
UPVet que registassem os casos oncolégicos ai atendidos e reportassem eventuais
dificuldades ou erros identificados para correcdo, se tida por necessaria. Neste
processo, os elementos envolvidos foram questionados sobre o grau de dificuldade
na insercao dos dados, a complexidade do sistema e o tempo despendido no seu
preenchimento. Apos esta fase, foi solicitado aos médicos veterinarios do UPVet que
utilizassem o sistema, sendo pedida informagdo semelhante.

Fase de logistica de informacdes: cada centro de atendimento médico-veterinario tem o

seu préprio método de arquivamento de informagBes clinicas sobre os seus
pacientes. O ajustamento logistico do Registo para se adaptar as particularidades
individuais de cada arquivo foi abordado de diversas formas: utilizacdo direta do
RCA-PT pelos elementos do corpo clinico; identificacdo simples (nome de
arquivamento) dos pacientes oncologicos para futura insercdo por um elemento
auxiliar ou um membro do RCA-PT; arquivamento diferenciado das fichas clinicas
de pacientes oncolégicos para futura inser¢do no registo; pesquisa de pacientes
através dos relatérios de andlise citolégica e histopatologica que fossem

confirmativos de doenca oncoldgica.

Deste processo de validacdo interna, obtiveram-se os seguintes resultados:

- Foram alterados diversos termos linguisticos;

- Os estagiarios inseriram pacientes no registo, mas ficaram com ddvidas sobre a
importancia e adequacao, para o sistema, de alguns dados clinicos. Alguns inseriram

longos textos nos espacgos abertos e outros ndo preencheram corretamente alguns
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campos importantes. As suas criticas foram sobretudo dirigidas a quantidade de
informacdes requeridas e tempo gasto na insercdo completa de cada animal.

- Os médicos veterinarios nao tiveram oportunidade para entrar no sistema e fazer
0 registo por se encontrarem em intensa atividade clinica.

- O registo adequado dos pacientes oncoldgicos foi mais bem-sucedido quando
0s animais em causa eram identificados pelo diagnéstico oncoldgico a partir da qual um
elemento do RCA-PT consultava as respetivas fichas clinicas e inseria a informacgao

pertinente nos locais adequados e de acordo com o requerido.

4. Validacao Externa

O processo de validacdo externa foi realizado através de pedido de colaboracéo
dos seguintes CAMV:

Centro Hospitalar Veterinario (CHV) - Doutor Hugo Gregorio

Hospital de Referéncia Veterinario - Dr. Luis Montenegro e Dr. Filipe Silva

Hospital Escolar da Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias—

Doutora. Andreia Santos

Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro - Professora Doutora Felisbina

Queiroga.

Todos os elementos contactados usaram o sistema inserindo casos e teceram 0s
seus comentarios e criticas, centradas maioritariamente na sua complexidade e na falta

de tempo para inserirem os dados a par com a sua atividade clinica.

5. Insercéo de Dados e Resultados

A inserc@o regular de casos oncolégicos foi realizada no ano de 2016 pelos
CAMV UPVet e CHV. Foram registados 206 casos, 0s quais estdo apresentados em
diferentes tabelas de acordo com as variaveis estudas (tabelas 4.6.1 a 4.6.5) e estédo
divididos por espécie (caninos e felinos) e sexo. Na tabela 4.6.1 foram contempladas as
variaveis: idade média de diagndstico, estado reprodutivo, porte, método de diagnéstico,
tipo de tratamento instituido e desfecho. A tabela 4.6.2 lista as racas inseridas para
ambas espécies. As principais topografias e morfologias acometidas em cada espécie
estdo descritas nas tabelas 4.6.3 e 4.6.4. A tabela 4.6.5 mostra os concelhos de origem
dos proprietérios e as figuras 4.6.1 e 4.6.2 sdo 0s mapas 0s quais mostram a area de

abrangéncia do registo.
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Tabela 4.6.1 - Analise descritiva dos casos inseridos no PTRCA em 2016.

Caninos Felinos
machos fémeas total machos fémeas total TOTAL

Total 66 103 169 16 21 37 206
Média de idade 9,57 9,41 9,43 8,75 11,11 10,00 9,59
Esterilizados

nao 45 42 87 1 1 2 89

sim 8 43 51 10 11 21 72
Porte pequeno 17 22 39 15 17 32 71

pequeno-médio 8 19 27 1 3 4 31

médio 11 28 39 1 1 40

médio-grande 29 34 63 63

grande 1 1 1
Base Diagndstico

Clinico 7 8 15 3 6 9 22

Necropsia 1 1 1

Citologia 27 31 58 9 4 13 71

Histologia 31 63 94 2 11 13 107
Tratamento

Nenhum 4 1 5 1 1 6

Cirurgia 32 43 75 2 10 85

Quimioterapia 2 11 13 2 15

Anti-inflamatdrios ndo 1 1

esterdides

Sem informagao 28 46 74 12 11 23 97
Terapia de alvo molecular 2 2 2
Desfecho

Sem informagdo 51 93 144 11 18 29 173

Vivo 3 4 2 2 6

Obito natural 1 2 1 1 3

Eutanasia 13 6 19 4 1 5 22
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Tabela 4.6.2 - Racas registadas no PTRCA em 2016.

Caninos Felinos
machos fémeas total machos fémeas total TOTAL
Ragas
SRD 12 45 57 9 11 20 77
Europeu 6 10 16 16
Persa 1 1 1
Labrador Retriever 20 14 34 34
Boxer 4 15 19 19
Golden Retriever 6 2 8 8
Cocker Spaniel inglés 8 8 8
Caniche 1 4 5 5
Beagle 4 4 4
Pequinés 2 1 3 3
Pitbull 2 1 3 3
Dogo Argentino 3 3 3
Pug 2 2 2
Bulldog francés 1 1 2 2
Pointer 1 2 2
Pastor Alemao 2 2
Bullmastiff 2 2 2
Dogue de Bordeaux 2 2
Flat Coated Retriever 2 2 2
Rafeiro do Alentejo 1 1
Yorkshire Terrier 1 1
Cao da Serra da Estrela 1 1
Bulldogue 1 1
Pinscher 1 1
Setter inglés 1 1
American Staffordshire Terrier 1 1 1
West Highland White Terrier 1 1 1
Podengo portugués 1 1 1
Cao de Castro Laboreiro 1 1 1
Braco de Burgos 1 1 1
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Tabela 4.6.3 - LocalizacOes topogréficas registadas no PTRCA - 2016.

Topografias Caninos Felinos
mac fém tot fém TOTAL
MAMA 0 33 33 2 35
LESAO SOBREPOSTA OU MULTIPLA EM 17 17 17
MAMAS ABDOMINAIS E INGUINAIS
LESAO SOBREPOSTA OU MULTIPLA EM 8 8 2 10
CADEIA MAMARIA CONTRALATERAL
LESAO SOBREPOSTA OU MULTIPLA EM 4 4 4
MAMAS TORACICAS
MAMA, SOE 4 4 4
PELE 15 26 41 1 45
PELE DO OMBRO E MEMBROS TORACICOS 7 5 12 12
PELE DO TRONCO 3 3 6 9
PELE DE OUTRAS PARTES E DE PARTES NAO 4 3 7 1 8
ESPECIFICADAS DA FACE
PELE, SOE 7 7 7
PELE DO QUADRIL E MEMBROS PELVICOS 5 5 5
PELE DA CABECA E DO PESCOCO 1 3 4 4
Sem informacgdo 2 5 7 1 11
TESTICULO, SOE 8 8 8
BACO 5 2 7 7
LINFONODOS DE MULTIPLAS REGIOES 6 6 6
TECIDO CONJUNTIVO 6 6 12 13
TEC. CONJUNTIVO, SUBCUTANEO E OUTROS 2 2 4 5
TECIDOS MOLES DO TORAX
TEC. CONJUNTIVO, SUBCUTANEO E OUTROS 2 2 4 4
TECIDOS MOLES DO ABDOMEN.
TEC. CONJUNTIVO, SUBCUTANEO E OUTROS 2 2 4 4
TECIDOS MOLES DO MEMBRO PELVICO E
QUADRIL
RIM, SOE 4
FIGADO 2 1 3 4

mac=machos; fém=fémeas; tot:total. SOE: sem outra especificacdo.
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Tabela 4.6.4 - Tipos histolégicos registados no PTRCA - 2016.

Morfologias Caninos Felinos

macho fém tot macho fém tot TOTAL
Mastocitoma, SOE 9 23 32 32
MAMA 22 22 7 7 29
MAMA - Adenoma complexo 11 11 11

MAMA - Carcinoma tubulo-papilar 3 3 5
MAMA - Carcinoma sélido 1 1 5
MAMA - Carcinoma, SOE 2 2 1 1 3
MAMA - Adenoma, SOE 3 3 3
MAMA - Carcinoma complexo 2 2 2

Sem informacdo 5 8 13 5 5 10 23
Linfoma 3 7 10 5 5 10 20
Linfoma maligno ndao-Hodgkin, SOE 2 2 3 2 5 7
Linfoma ndo-Hodgkin, multicéntrico 1 6 7 7
Linfoma ndao-Hodgkin, alimentar 1 2 3 5
Hemangiossarcoma 4 5 9 9
Carcinoma escamocelular, SOE 2 4 6 6
Adenocarcinoma, SOE 3 3 6 6
Hemangioma, SOE 2 3 5 5
Melanoma maligno, SOE 4 1 5 5
Osteossarcoma, SOE 2 1 3 1 1 4
Sarcoma, SOE 2 1 3 3
Fibrossarcoma, SOE 2 1 3 3
Carcinoma, SOE 1 2 3 3
Histiocitoma, SOE 3 3 3
Seminoma, SOE 2 2 2
Sertolinoma 2 2 2
Adenocarcinoma hepatdide 1 1 2 2
Células tumorais malignas 1 1 1 1 2
Tumor venéreo transmissivel (TVT) 1 1 1
Lipoma, SOE 4 3 7 7
Tumor benigno de células de Leydig 3 3 3
Neoplasia benigna 2 2 2
Epitelioma benigno 2 2 2

fém=fémeas; tot:total; SOE: sem outra especificagdo.
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Tabela 4.6.5 - Distritos e Concelhos de origem registados no PTRCA - 2016.

Distritos e Concelhos Caninos Felinos
machos fémeas tot machos fémeas tot TOTAL
Aveiro 3 5 8 1 1 9
Espinho 2 2 2
Estarreja 1 1 1
fIhavo 1 1 1
Oliveira de Azeméis 1 1 1
Santa Maria da Feira 3 3 1 1 4
Braga 1 3 4 4
Barcelos 1 1 1
Braga 1 1 2 2
Vila Nova de Famalicdo 1 1 1
Porto 60 94 154 15 21 36 190
Amarante 1 1 2 2
Gondomar 3 6 9 9
Maia 6 4 10 4 1 5 15
Matosinhos 11 25 36 2 3 5 41
Paredes 1 1 1
Penafiel 2
Porto 24 36 60 5 15 20 80
Pévoa de Varzim 2
Santo Tirso 1 1
Valongo 3 3 1 1
Vila do Conde 2 1 3 3
Vila Nova de Gaia 10 15 25 3 2 5 30
Viana do Castelo 2 2 2
Viana do Castelo 2 2 2
Viseu 1 1
Viseu 1 1
tot: total
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Figura 4.6.1 - Mapas de localizacdo geografica dos casos registados no PTRCA — 2016.
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6. Analise SWOT

A Andlise SWOT (forcas, fraquezas, oportunidades e ameacas) foi utilizada para
a avaliacdo deste estudo, levando-se em conta todas as fases envolvidas, seus
resultados e adeséo, assim como as criticas e comentarios de todos os envolvidos. Essa

andlise esta esquematizada na figura 4.6.3.

eExtensivo e detalhado
eRequer conhecimentos
em oncologia animal

fOPadronizagéo com registos
humanos
ePossibilitaa
internacionalizacao
eInformacdo
particularmente exaustiva

Fraquezas

Oportunidades Ameacgas

*Possibilidade de estudos
diversos na area de
oncologia veterindriae
comparada

incompletos

\

eAuséncia de colaboragdo
eDados incorretos e/ou

Figura 4.6.2 - Diagrama de andlise SWOT do Registo de Cancro Animal de Portugal.

4.6.3. Discusséao

Mesmo baseados num tamanho amostral reduzido, os resultados comegam a
mostrar a validade do registo oncolégico animal como ferramenta epidemioldgica sobre
o tema. E possivel comecar a perceber quais S0 as espécies e as ragas mais
acometidas por distintos tipos histolégicos em diferentes localizacbes. A geo-
referenciacdo permite ainda perceber a distribuicdo geografica de incidéncia das
neoplasias animais, fornecendo dados importantes para estudos epidemiolégicos nas
suas varias vertentes. Também a sua comparagdo com dados de registos similares em

paises terceiros permitira o estudo das varias condicionantes que expliquem resultados
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distintos, com grande importadncia a varios niveis, desde a identificacdo etiologica a
escolha das melhores opcdes terapéuticas.

Este estudo constituiu a primeira tentativa de partilha internacional de dados de
registos oncoldgicos animais, permitindo perceber a dificuldade real da sua
implementacdo, o que pode explicar a inexisténcia de iniciativas semelhantes até ao
presente.

A principal dificuldade prende-se com a aquisi¢cdo de informagdo clinica que, na
maioria dos casos, exige um dispéndio grande de tempo por parte dos responsaveis
pelos pacientes. Embora o cendrio ideal fosse que os clinicos inserissem diretamente
as informacfes, constatdmos que tal ndo parece ser viavel rotineiramente. Delegar a
tarefa para estagiarios ndo parece também ser funcional e coerente visto as dificuldades
enfrentadas por estes. Nomear um responsavel ligado ao registo cuja funcdo é procurar
e inserir as informacdes, ainda que no momento surja como logisticamente mais eficaz,
€ oneroso e dificulta o processo de recolha de informac¢éo num grande nimero de CAMV
ou em CAMV geograficamente distantes. Estas dificuldades e dilemas sdo igualmente
enfrentados em oncologia humana, tendo os sido mitigados pela obrigatoriedade da
insercdo dos casos no registo, apesar do menor volume de informacdes, que é feita ndo
pelo médico oncologista, mas sim pelo pessoal administrativo que recebeu treino
especifico para executar esta tarefa.

O sistema RCA foi construido como uma ferramenta de monitorizacdo de casos
oncolégicos animais que corre em paralelo com os softwares de gestdo normalmente
utilizados em CAMV. Idealmente, este registo deveria trabalhar como recetor de dados
ja inseridos num sistema codificado e padronizado, ou em diferentes sistemas com
padrbes normalizados, mitigando assim a tarefa de transformacdo de informacGes
clinicas em dados codificados.

O sucesso de iniciativas de registo de doencas, tanto oncolégicas como de outras
especialidades, requer um trabalho de consciencializagdo da sua importancia por parte
dos clinicos veterinarios e das suas organiza¢cdes como ferramenta para a tomada de

decisdes e acdes de saude publica e ndo so6 para fins de pesquisa cientifica.
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5. CONCLUSOES GERAIS E PERSPETIVAS FUTURAS

Um artigo recente publicado na revista Cancer Research®”! evidenciou que o
microambiente celular € o principal responsavel pela sinalizacdo que conduz ao
descontrolo proliferativo e iniciagcdo da carcinogénese. E inquestionavel que os efeitos
deletérios da exposicdo a substancias carcinogénicas alteram o0s microambientes
teciduais e aumentam a selecdo de mutagbes oncogénicas especificas que conferem
vantagens na competicdo evolutiva entre células neoplasicas e saudaveis. Na
impossibilidade pratica de impedir totalmente a exposicdo a extensa miriade de tais
compostos, prevenir o cancro ndo pode ficar limitado a esta atuacdo, mas devera
também favorecer o predominio de células saudaveis.

Hoje em dia quase metade da populacdo humana vive em areas com ma qualidade
ambiental®®, sendo I6gico assumir que uma grande parte dos animais de companhia,
ao partilhar os mesmos ambientes, se encontra exposto a riscos semelhantes.

Perante a impossibilidade, eticamente intoleravel, de conduzir estudos de
exposicdo deliberada a poluentes atmosféricos em seres humanos e cdes, a sua
influéncia na oncogénese tem de basear-se em dados epidemioldgicos, naturalmente
mais sujeitos a influéncia de variaveis ndo abordadas e que obrigam a congregar
informacao de varios tipo e fontes no sentido de caminhar para explicacdes deduzidas,
mas sustentadas em dados reais. O estudo de doengas comuns a seres humanos e
animais € uma excelente forma de alargar a base de dados, abreviando a sua obtencédo
e beneficiando em simultdneo o avanco das medidas preventivas em ambas as
espécies. Este estudo, focando-se num tipo especifico de cancro, o linfoma néao-
Hodgkin, pretendeu contribuir para esse objetivo.

N&o deixando de reconhecer que o tema merece a continuacdo da sua
investigacao, este estudo permitiu obter as seguintes conclusdes principais:

1. O diagndstico citolégico, quando bem executado, é passivel de fornecer
informacdo suficiente para o delineamento terapéutico, permitindo, através de
técnicas de imunocitoquimica, a caracterizacdo necessaria para esse fim.

2. Em ambos os fenétipos de linfoma canino (células B e células T) existem
divergéncias entre o0 grau histolégico e o indice proliferativo, permitindo
concluir que ambas as caracteristicas sdo importantes no estabelecimento do
progndstico e planeamento terapéutico individual.

3. Os cées que desenvolvem linfomas e coabitam com seres humanos de habitos
tabagicos tendem a ser afetados por linfomas com maiores indices

proliferativos.
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4. Foram confirmadas as influéncias previamente descritas das caracteristicas
intrinsecas como a idade, o peso e a raca.

5. N&o foi possivel demonstrar uma associa¢cdo entre o desenvolvimento de
linfoma canino e a existéncia de coabitantes humanos afetados pela doenca.
Admite-se que vieses resultantes de constrangimento ou receio de perda de
confidencialidade possam ter influenciado as respostas ao questionario neste
ponto. Um estudo baseado num método inverso, i. e. questionar pacientes
oncolégicos humanos sobre a existéncia de algum cdo com neoplasia, podera
facilitar a exatiddo da informacao.

6. Existe uma correlacdo geogréfica significativa entre as incidéncias de linfomas
nao-Hodgkin humanos e de linfomas caninos, sugerindo uma semelhanca de
fatores de risco ambientais e reforcando o papel dos cades como sentinelas de
riscos para a saude humana. Os maiores riscos, em ambas as espécies, foram
predominantes nos principais centros urbanos do Grande Porto.

7. As prevaléncias de NHL humano no Grande Porto e na cidade de Sao Paulo
demonstraram-se equivalentes, com predominio dos mesmos fendtipos,
enquanto em ambas as regides foram identificadas maiores incidéncias
caninas do tipo T do que as relatadas noutras regifes do globo.

8. Enquanto os maiores riscos de poluicdo ambiental em S&o Paulo se devem
sobretudo a acumulacdo atmosférica de ozono, no Grande Porto € o raddo que
aparenta ser o maior problema. Saliente-se que varios dos outros poluentes
monitorizados nas duas cidades apresentaram frequentemente concentracdes
preocupantes em ambos 0S municipios.

9. Aparenta ser possivel a criacdo de um registo de cancro animal em Portugal
com informacdo detalhada e padronizada que forneca dados para estudos
epidemioldgicos de larga escala e comparacdo com registos internacionais. A
identificacdo das maiores dificuldades na sua operacionalizacdo permitira
encontrar as melhores solugbes para a sua implementacdo no terreno,
colaboracao do maior nimero possivel de centros de atendimento veterinario
e obtencdo de dados Uteis e rigorosos sem comprometer demasiado tempo e

recursos no seu preenchimento.
Cabe aqui expressar o valor da continuidade deste trabalho. Muitos aspetos foram

verificados e investigados e foi possivel perceber que é uma area na qual muito trabalho
precisa ainda ser realizado.
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- Questionario Epidemiolégico
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[W@PORTO

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS ABEL SALAZAR
UNIVERSIDADE DO PORTO

Clinica Veterinaria ou Hospital:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

[ Codigo de Identificac3o:

Questionario Epidemioldgico
Linfoma Canino: Portugal x Brasil — O papel do ambiente

Data: / /

Nome do Proprietario:

Telefone para Contacto:

Nome do C3o: 4. Raga:

I | |

Idade 6. Data de nascimento:
Enderego: _ Apartamento  _ Moradia
Codigo Postal 9. Localidade
Concelho

Distrito:

Habilitagdes literarias:

Z Nunca estudou

Z Até o0 42 ano (12 ciclo)

C Até ao 62 ano (29 ciclo)

Z Até ao 92 ano (32 ciclo)

C Até ao122 ano (Secundario)

Z Ensino Superior (Universidade)

Qual o seu grau de proximidade com o cdo?
T € proprietario e cuidador direto do animal

Z E proprietario mas ndo o cuidador direto do animal
Z Nao é proprietario mas € o cuidador direto do

animal

Z Apenas convive com o animal (familiar ou

funcionario do cuidador)
Z Outro:

Sexo do Animal:

_ Fémea

_ Fémea castrada no ano de.
Z Macho

Z Macho castrado no ano de,

15

16

17

18

19

20

21

22

. Como foi adquirido o seu cao?
C Comprado numa petshop
_ Comprado num criador
C Adotado de um canil/associagao
T Encontrado na rua O Nao sei
C Outro:

. Qual era a idade do seu c3o quando foi adquirido?
Z Cachorro (até 1 ano de idade)
C Adulto
_ Sénior (mais de 7 anos de idade)

. Peso do animal: kgs
T <10kg T 10-25kg O > 25kg

. O seu cdo pode ser considerado:
ZMagro  C Abaixo de peso
Z Normal [ Excesso de peso

C Obeso  _ Nio sei

Ax0 do pese  Norma

o

. Qual o tipo de pelo do seu c3o?
C Comprido Z Médio T Curto

Magre Ab

. O nariz do seu cao é:
C Comprido C Médio T Curto

<A A €
Comngrado l-l: Core

. O seu cdo bebe agua proveniente de:
(Pode marcar mas de uma resposta)
C Piscina

U Pogo

C Torneira  C Engarrafada
CChuva Clago CRio
Z Outros:

. Qual o tipo de comida que seu cdo come mais
frequentemente?
C Caseira _ Comercial
[ Seca _ Humida
Marca:
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23

24,

25.

26.

27,

28,

28

30.

31

32,

33.

34.

Em que tipo de recipiente o seu cdo come?
{Pode marcar mais de uma resposta)

OVidro [ Cerémica Olnox
OBarro [ Qutro:

[ Plastico

0 seu cdo come frutas efou vegetais crus?

ONunca T Raramente [ Ocasionalmente
O Frequentemente O Todos os dias [0 N&o sei

O seu cdo pratica atividade fisica (passeios, jogos, etc)
com que frequéncia?

O Munca J 1x/semana [ 2x/semana

O 3x/semana O Mais de 3x/semana

Qual o nivel de atividade do seu c3o?
[0 Muito calmo/sedentario O Calmo
[ Ativo O Muito ative [ Nao sei

0 seu cdo apresenta pelo menos um destes sinais
quando fica sozinho: vocalizagBes, destruigdes,
micgdes ou defecagBes em casa?

OMNdo [ORaramente O Ocasionalmente

[ Frequentemente [ Nao sei

Qual a frequéncia de banhos que o seu cdo toma?
O Menos de 1x/més [0 1x/més [ 2-3x/més
O Todas as semanas J No sei

H& quanto tempo o seu cd3o vive no mesmo
endereco?

anos meses; Data do inicio:

0 seu cdo vive a maior parte da sua vida em drea:

OUrbana O Rural
Qual o tamanho da vossa habitagdo? m?
OoTo OT11 OT12 OT3 OT4 LTS U=>T6

0 seu cdo vive:

O Apenas dentro de casa

O Dentro de casa e quintal/jardim
O Apenas no quintal/ jardim

Assinale quais as areas a que seu cdo tem acesso.
[ Em toda a casa [ Carro

O Varandas 0 Casa de banho
O Sala de jantar [ Sala de estar

O Cozinha
C Quartos

O interior da casa tem:
{Pade marcar mais de uma respostal

[ Alcatifa
O Tapetes

[ Piso de madeira [0 Piso cerdmico

T Cortinados

35

36.

37.

38.

39.

40.

41,

42,

43,

44,

O quintal/jardim da sua casa tem:

(Pode marcar mais de uma resposta)

O Cimento [ Piso cerdmico [ Horta
O Relva
[ Terra apenas _ Outros (Ex2 arvores):
O N&o tenho quintal/jardim

[I Plantas ornamentais

Quanto tempo o seu cdo fica fora de casa durante o
verao?

OMNunca CRaramente [ Ocasionalmente

O Frequentemente [ Todos os dias

Quanto tempo o seu cdo fica fora de casa durante o
inverno?

OMNunca C Raramente [ Ocasionalmente

O Frequentemente [ Todos os dias

O seu cdo tem acesso a parques/jardins plblicos?
O Nunca Z Raramente [ Ocasionalmente

O Frequentemente [ Todos os dias
Qual?

O seu cdo vive a menos de 100 metros de uma
rua/estrada movimentada?

O N&o O Sim

Qual o nome da rua:

Costumna haver engarrafamentos nessa rua/estrada?
OMunca CRaramente [ Ocasionalmente
O Frequentemente [ Todos os dias

Qual o volume de tréfego nessa rua/estrada?
O Leve: < 1 carro por minuto

O Moderado: 1 carro a cada 30 segundos

U Intenso: = 1 carro a cada segundo

O volume de trafego referido na questdo anterior é:
O Durante todo o dia.

O Somente nos horérios de ponta

O N&o sei

O seu cdo vive a menos de 1 Km de torres de alta
tensdo ou antenas de radio/telecomunicacbes?
ONdo COSim O Nao sei

Costuma acender a lareira ou utilizar fogdes a lenha
no local onde o céo vive?

UMNunca ZRaramente [ OQcasionalmente

O Frequentemente [] Apenas nos meses de inverno
[ N3o sei
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45.

46

47,

48.

49,

50.

51

52,

53.

Costumam ocorrer queimadas proximo do local em
que o cdo vive?

Z Ndo O Raramente [ QOcasionalmente

Z Frequentemente [ Nio sei

0 seu cdo tem acesso a produtos de construgdo (por
ex.: tintas, solventes, vernizes, lacas, amianto)?

U Nunca [ Raramente [ Ocasionalmente

C Frequentemente [ N&o sei

Qual material?

0 seu cdo tem contacto com herbicidas?

Z Nunca C Raramente [ Ocasionalmente
_ Frequentemente [ N3o sei

Qual produto?

O seu cdo tem contacto com fungicidas (para eliminar
fungos ou doengas causadas por fungos)?
ZMunca Z Raramente [ Qcasionalmente

_ Frequentemente [ N3o sei
Qual produto?

Utiliza inseticidas no local onde vive o seu cdo?
Z Nunca 0 Raramente [ Ocasionalmente

_ Frequentemente [ N&o sei
Qual produto?

Utiliza raticidas (produto para eliminar ratos) no local
onde vive o seu cdo?

_Nunca [ Raramente L[ Ocasionalmente

C Frequentemente T Néo sei

Qual produto?

Costuma utilizar produtos com lixivia /fou amoniaco
onde o seu c3o circula?

T Nunca [ Raramente [JOcasionalmente

Z Frequentemente C N&o sei

Qual produto?

Utiliza incensos, welas, fragrancias ou dleos
perfumados onde o animal vive?

T Nunca ] Raramente []Ocasionalmente

_ Frequentemente [ N&o sei

Alguém que tenha contacto com o cdo trabalha em:

T Industria (Qual? )
_ Construco civil

_ Pintura de automoveis

T Agricultura

_ Marcenaria/Carpintaria

_ Nenhuma das alternativas anteriores

54.

55.

56.

57.

58.

Na casa onde o cdo vive hd fumadores ou ex-
fumadores?

O Néo

O Sim

(Se respondeu ndo a essa quest3o pode passar para a questio 60)

Quantos fumadores ou ex-fumadores hd na casa
onde o cdo vive?

0o 01 02303 04 05 O>6

Hébitos Tabdgicos

Estas questdes foram elaboradas para poder medir a
exposi¢do dos cdes ao Fumo Ambiental de Tabaco nos seus
domicilios e no veiculo onde costumam ser transportados.

Para poder realizar esse estudo, pedimos-lhe para
responder as proximas questdes, com franqueza, sobre
todas as pessoas que fumam atualmente ou fumaram e
gue habitam no mesmo domicilio que o cio.

Preencha o quadro sobre o ndmero de cigarros que
os membros do agregado familiar fumam ou
fumavam por dia.

Pessoa do agregado Numero de cigarros/dia

familiar <10 | 11-20 | 2130 | =>31
Passoa 1 g O O O
Pessoa 2 O a O O
Pessoa 3 O O O O
Pessoa 4 a o | O
Pessoa 5 O o O O

Assinalar os anos em que os membros do agregado

familiar fumam ou fumaram.
Periodo que fumam ou fumaram

Pessoa do
agregado | 2005 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2018
familiar a
2010
Pessoa 1 O O O O O ad 0
Pessoa 2 O O O d O O O
Pessos 3 O O O O O O O
Pessoa 4 | O O ad O O O
Pessoa 5 O O O d O O ad
Em que locais se costuma fumar?
(Pode marcar mais de uma resposta)
O Somente no exterior da casa
[ Varandas O Jardim O Cozinha
[ISaladejantar [ Sala de estar
U Casa de banho [ Quartos C Ajanela
CEm toda a casa O Carro
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59. O seucdo estd em contacto proximo guando fumam
ou fumavam?

[J Ocasionalmente

OTodos os dias

ONunca [Raramente
O Frequentemente

60. Alguém em casa tem ou teve algum tipo de cancro?
(Resposta ndo obrigatoria)

[0 Ndo Z Sim Qual? I Nao sei

Para as préximas questdes, se ndo souber pergunte ao
seu veterindrio

61. O seu cdo é vacinado:
O Sim, estd com todas as vacinas em dia (Esgana,
Hepatite contagiosa, Parvovirose, Leptospirose,
Raiva)
(I Sim, mas esta com as vacinas em atraso
[ Sim, mas apenas a vacina da Raiva
O N&o, nunca foi vacinado.

62. Que tipo de antiparasitario externo costuma utilizar
no seu cado?
Nome:
Método: O Pipeta Spot on [ Spray C Colar
CPé [ Banho I Comprimidos
Frequéncia: x/ano
[ No utilizo

63. O seu cdo ja teve carracas?
O N3o, nunca
O Sim, ocasionalmente
[ Sim, frequentemente
O Nao sei

64. O seu cao foi diagnosticado com linfoma?
O Nao O Sim

65. Se respondeu S/IM & questdo anterior, qual foi o
tempo decorrido entre os primeiros sinais que o
levaram a preocupar-se e o diagndstico veterindrio
de linfoma?

[01semana [2semanas
01 més J2meses 3 a6 meses
O Mais de 6 meses [ Nio sei

66. O seu cdo teve ou tem algum outro tipo de tumor?
0 NdoZ Sim Qual?
Data do diagndstico:
Tratamento:
O Cirurgia O Quimioterapia
O Paliativo O Qutros

67. 0 seu cdo toma algum medicamento e/fou
suplemento alimentar?
0 Nao
O Sim Qual?
H& quanto tempo:

68. Existe algum cdo com linfoma na vizinhanca ou na
familia do seu cdo?
O Ndo CSim
O N&o sei

69. Acha que o seu cio estd exposto a alguma causa
especifica que poderia provocar um tumor?

APENAS PARA CAES COM LINFOMA

(Sendo souber, por favor pergunte ao veterinario)

sLocalizacdo:

O Multicéntrico O Gastrico ou intestinal

C Mediastinal _ Cutdneo

[ Extra Nodal (renal, neurolégico, ocular, sseo,
articular, etc.)

 Estadiamento:

| — apenas um linfonodo envolvido.

C Il — Envolvimento de multiplos linfonodos superficiais,
com ou sem envolvimento das amigdalas.

Ol - Linfadenomegalia generalizada (todos os
linfonodos envolvidos).

C IV - Envolvimento de figado e/ou bago, com ou sem
linfadenomegalia generalizada.

O V — Envolvimento de sangue, medula dssea e outros
drgaos (olho, pele, etc.)

* Sub-estadios:
O a - Qualquer estadio sem sinais clinicos sistémicos.
O b—Qualquer estadio com sinais clinicos sistémicos.

Autoriza ser contactado  posteriormente  para
esclarecimentos gue se fagam necessdrios?
O N3o

0Sim Contacto:

MUITO OBRIGADO PELA PARTICIPAGAO!
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Posters apresentado no Congresso da ESVONC 2017 — Lyon, Franca.

[@APORTO
s
J SIOMEDICAS ABEL SALKZAR

Immunocytochemical study of
canine lymphomas:

a practical and reliable tool in classification, proliferation assessment, prognosis and search
for risk factors
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1 Agrarian Sciences and Technologies Institute, University of Porto, Porto, Portugal

Introduction
Lymphomas are a widely heterogeneous group that includes several subtypes with distinct clinical and
epidemiological characteristics and represents one of the most common neoplasms of the dog.
Often due to financial availability, CYTOLOGY is the main choice for the diagnostic and immunocyto-
chemistry (ICC) is not routinely included in the diagnostic approach of canine lymphomas.
The updated Kiel classification categorizes lymphomas according to their phenotypes (B or T) and
malignant grades (low or high), representing an important prognostic tool.
Survival variations within given categories suggest that individual accurate prognosis may benefit from
additional evaluations, such as the proliferative activity (Ki6é7 index).
Epidemiological studies of companion animals have been increasing, presenting the dog as sentinels
of potential risk factors for human health, mainly due to shared environments, shorter disease latency
and spontaneous disease. Little is known about the effects of second- and thirdhand smoking on ca-
nine lymphomas.
The aims of this study were to demonstrate the potential value of the immunocytochemical evaluation
of canine lymphomas, and to relate the subtype and proliferation with environmental factors, including
tobacco smoke.

Results

= B-cell: 65% (15/23)

= T-cell: 35% (8/23)

=> 8 morphological sub-
types:

Tcell
lymphomas,
35%

= Ki67 Index (17 cases)
Low: <20%; Moderate: 21-59%;

B-cell
lymphomas
65%

High: 260%
Ciassification *%Ki67 Index Classification YKI6T Index
B-cell High-Grade T-cell High-Grade
Centroblastic large coll  48% Moderate  Lymphoblastic 8%  Low

Centroblastic monom. 51% Moderate Pleomorphic mixed  56%
Centroblasticmonom.  51%  Moderate Pleomorphic mixed  61%  High
Centroblastic monom. ~ 88%  High Pleomorphic mixed  87%  High

/ itic 1 h

B-cell

Centroblastic pleom. 31%  Moderate f R

Centroblastic pleom 8% High rom a three years old mongrel female dog.
Centroblastic pleom 95%  High FNAB from enlarged prescapular lymph node.
Immuncblastic 83% High A — medium to large lymphoid cells admixed with very

B-cell Low-grade T-cell Low-grade few mature lymphocytes Hemacolor, x400; B — PAXS

Centroblastic/centroc ~ 20%  Low Small clear cell 20% Low (x200); C — CD3 (x200); D - Ki67 - moderate index:
Centroblastic/centroc ~ 40%  Moderate Small clear cell 85% High 40% (x200).
Centroblasticicentroc ~ 42%  Moderate
Tobacco exposure
The ANOVA test confirmed a significant difference
- (P = 0.011) of the mean percentage of Ki67" cells
Yoo o between the groups “no smoker owners” (X=0.28;
! SD= 0.19) and ‘“smoker owners” (X=0.64;
v SD=0.22)
. . 1
g -
H §
- [} -
°
o . . e
8
L4 E
o . . . wor]
r o e
KT Index
Pairwise comp b 1 all v revealed a

statistically significant positive correlation between the w - -
Ki67 index and owner smoking status (=0.67, P =
0.009)

Materials and Methods

Carefully performed fine-needle aspirations biop-
sies (FNAB) were obtained from enlarged lymph
nodes of 23 dogs with lymphoma.

The smears were air-dried, stained for diagnosis,
and fixed with cold acetone to proceed to immuno-
cytochemistry using CD3, PAX5 and Ki-67 with
Novolink Polymer® (Leica Byosystems), an indi-
rect immunoperoxidase staining technique and
counting 300 cells on each slide.

The owners were asked to complete an epidemio-
logic questionnaire which included questions about
environmental characteristics.

|Discussion

« The simple diagnosis of lymphoma is of limited
value for the clinical management of patients or
the conduction of epidemiological studies.

« Different Ki67 indexes within the same subtype

+

« Current chemotherapy yields better results in
highly proliferating tumors

« Subtyping and grading can be misleading as
prognostic and predictive indicators if not com-
plemented with proliferation markers.

Exposure to second- and thirdhand smoke
may be considered a hazardous factor for
dogs with lymphoma by enhancing their proli-
ferative activity.

The authors wish to thank

Hugo Gregério - Centro Hospitalar Veterinario CHV
Gongcalo Petrucci - Hospital Veterinario do Porto HVP
Filipe Oliveira -H.Vet Referéncia Montenegro HVRM
Hugo Carvalho and Nazaré Pinto da Cunha CEDIVET

This research was supported by an international PhD
fellowship from CAPES (Coordenagéo de Aperfeigoa-
mento de Pessoal de Nivel Superior) - Brazil (CSF 0342-

13-0).
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typing of canine lymphomas in Porto — Portugal:

a survey

Pinello, KC'; Santos, M?; Dias-Pereira, P* ; Niza-Ribeiro, J**; de Matos, AJ'®

nical S

scopy ;’Department of Molecular Pathology and Immunology ‘ Department of Population Studies
cias Biomédicas de Abel Salazar—ICBAS — University ol Porto

Institute of Health Public — ISPUP = University of Port

ntre, Food and Agrarian Sciences and Technologies Institute, Udvms!ty of Porto, Porto, Portuga

Introduction
Lymphomas are the most prevalent hematopoietic neo-
plasms in dogs and in humans. As dogs are considered
models for human lymphomas, their regional prevalence
and subtypes distribution deserve to be studied.

The aim of this study was to provide an epidemiology over-
view of canine lymphomas in Porto, Portugal, diagnosed at
the Veterinary Pathology Services of ICBAS-University of
Porto, from 2005 to 2016.

Results

» The District of Porto followed the international trend for hi

Materials and Methods

A total of 75 canine lymphomas from the Porto
district were enrolled.

All cases were immunophenotyped for CD3
and PAXS5. Cases with histiocytic or plasmo-
cytic proliferation were evaluated for CD18 and
MUMT1, respectively.

The lymphomas were classified according to
the current WHO classification.

igher prevalence of B-cell (57%) lymphomas

in dogs. T-cell lymphomas represent 37%, while 6% were classified as non-B/non-T cell lymphomas.

Tcell

T-cell subtypes

Angioimmunoblastic 5
Nodal Peripheral
Extranodal Peripheral
Lymphoblastic
Cutaneous epitheliotropic

Anaplastic large T-cell

Intestinal

T-z00e

fe===4

=

Lt

—

T

e =
T-cell ymphoma, NOS |

B-cell subtypes

MALT Marginal Zone
Follicular G1
Follicular G2

cell Follcular G3
Cutaneous
Lymphoplasmacytic
DUBCL Teelh-rich
Mantle cell

DLBCL NOS
Lymphoblastic

DLBCL centroblastic

[ , NOS
owct

Multicentric

» No sex predisposition 49%

14
12
10

Mongrel Cocker Spaniel Labrador Retriever Golden Retriever Rottweiler
- ot 234 w529 w>10 @f mm ug w7
Age group Sox Phenotype

Nodal Marginal Zone

15% 10% st

#
2

Anatomical location

Splenic 22%
Cutaneous
12%

Extranodal
a%

Alimentary
12%

» The most common B-cell subtypes were:
- Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) (35%)
- Marginal zone (16%)
- Unclassified (B-cell ymphoma, NOS) (12%)

»T-cell subtypes were:
- T-zone (18%)
- Intestinal (18%)
- Unclassified (T-cell lymphoma, NOS) (14%)

Mean ages of diagnosis

O

5.7yl 8.9 ylo 89yl 108yl
9.2 yio

» The mean age at diagnosis was 9.2 years old,
showing an inverse relation with size.

&

» Large and giant dogs presented a 4-fold risk of
developing T-cell lymphomas when compared to
small and medium dogs (OR:4.2; Cl 95% 1.2;14).

The authors wish to thank:

Professor Dr. Fatima Gartner, Department of Molecular

Pathology and Immunology from ICBAS—University of
Porto.

This research was supported by an international PhD

fellowship from CAPES (Coordenagio de Aperfeigoa-

mento de Pessoal de Nivel Superior) - Brazil (CSF 0342-
13-0).
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Cancer registration is a key tool for cancer control and pre- ustments

vention strategies, both in human and veterinary medicine,

and provides valuable information for the development of SP Breeds
Comparative Oncology. R‘ A ‘ l'anguage PTR' A

The Portuguese Animal Cancer Registry (PTRCA) was born as an international Registro de Cancer Animal REGISTO DE CANCRO ANIMAL

Geographic localizations

partnership between the Universities of Porto/Portugal and Sdo Paulo/Brazil.

Both SPRCA and PTRCA aim to provide comparative and standardized com-| XTI e gz r] BVZ) [Te F=iate]s]

prehensive data of spontaneous neoplasms in animals, including location,
morphology, diagnosis, staging, treatment, survival, geography and epidemio- A System validation
logy. After adjustments, adaptations, validation and tests, PTRCA was used in
2016 by two veterinary hospitals in Porto, UPVET* and CHV>.

LOADING FAULTS and
DATA > DIFFICULTIES >

ADJUSTMENTS ‘

4. Loaded Data (2016) B Method validation

:ljet'erin:yv!-l'osm":ul “—> 196 Registries ¢— O“\\' Centro Hospitalar Veterinario®
niversity of Porto
n / \| Trainees l RCA staff
81% 19%

> [l

C Sources validation

Clinical
Records

Lymphomas 11%

Reports |
3. External Validatio
/ il .
Online erinary 1B
B e RCA

REGISTO DE CANCRO ANIMAL

Strenghts | 3 J

= Potential for
International Networking

8!6 Fibrosarcomas

wwwptrea.com

» Based on a tested and

ME lemented software

We aim to cooperate with similar re- 7 « Standardization with
4 ‘human registry systems

gistries in other countries to promote . & « Extensive and detailed

lobal information networks on ani- s
4 Opportunities Threats
= Data source for several
studies: - Lack of partners”

- Epidemiological compliance

- Clinical “Innacurate/missing data

mal and comparative oncology.

- Comparative

This research was supﬁo&?ﬁf an international PhD|
fellowship from CAPES (Coordenagio de Aperfeiq;oa-‘
mento de Pessoal de Nivel Superior) - Brazil (CSF 0342-13-

161



Poster apresentado no Congresso GEOMED 2017 — Porto, Portugal.

[WPORTO Geographical distribution of Human and dog
lymphomas in “Large area of Porto” — a case study Ay
of Porto city. O @

BIOMEDICAS ABEL SALAZAR
UNIVERSIDADE DO PORTO

Pinello, KC'; Fonseca, L% Monteiro, A**®; Niza-Ribeiro, J°7; de Matos, AJ"*

Department of Clinical Sciences - ICBAS — University of Porto ;* Mapis - Mapping Intelligent Sollitions=Barostepanment of Geography= FLUP- University of Porto;  CITTA- Research Cen
tre for Territory, Transports and Environment; * CEGOT - Centre of Studies on Geography and Spatial PISinings Deparment of Population Studies =~ ICBAS -~ University of Porto; " EPIUnit
Institute of Public Health — ISPUP - University of Porto; “Animal Science and Study Centre, Food and Agratia Seisnessandschnologies Institite University of Porto, Porto, PORTUGAL

are a widely h geneous group of neo-||Aim: To compare the geographical data of human and canine
plasms which originate from lymphoid cells. lymphomas and to associate them with environmental fac-

Canine lymphoma is one of the most common neoplasms in dogs and| |tors.
its increasing frequency mimics a trend in human oncology in which| |Materials and Methods: The postal codes of NHL patients,
non-Hodgkin’s lymphoma (NHL) represents 5% of all new cancer ca-| | diagnosed between 2005 and 2010 and residing in the Large
ses and s one of the top five leading cancer-related deaths . area of Porto, Portugal, were obtained from RORENO|
Dogs are considered sentinels of potential risk factors to human he-||(Northern Regional Cancer Registry) and ROR-Centro. Availa-
alth, mainly due to shared environments, shorter disease latency,||ble data from canine lymphomas diagnosed from 2005 to
spontaneous disease and more specifically to the similarity between| 2016 in several veterinary centers were also collected. Cases’
canine lymphoma and NHL in humans . mapping, Kernel density estimation (KDE) and Bayesian spa-
tial regressions were performed.

Porto mumcipatty Porta municipaity

. Cases” mapping:
332 human-NHL cases and 119 canine-NHL. Human and canine NHL geographical distribution are similar sho-

wing statistically high correlation.

.

Pearson’s correlation: 0.799, p < 0.001
The estimated human RR had a strong spatial structure (i. e. the
RR of a given area tended to be similar to the RR of its neigh-
bors), suggesting the existence of local environmental risk fac-

Pearson’s correlation to resident population:
Human-and Canine- NHL cases: 0.91, p < 0.001
« Kernel Density Estimation:

.

Human-NHL cluster: urban fabric; old buildings tors.

The typical and common artificial urban elements, impervious
soil, lack of green spaces, traffic pollution, soil contamination,

Canine-NHL clusters: industrial areas; traffic pollution

. Bayesian regression model:
The global human mean RR was 0.839 (Cl: 0.762 - 0.920).
The parishes with higher values of RR are mainly in the city
center of Porto: Santo Idelfonso, Miragaia, Vitdria and| The RR foreach parish and the mean risk (RR) for total large area of Porto were calculated

Nevogilde.

among others, seem to be spatially coincident with the peaks of
the density of this disease.
« The need of more accurated data and an official animal registry

and censos.

The importance of cancer surveillance in pet animals as an effici-

ent tool to predict, prevent and control hazards for humans.

The authors wish to thank all the veterinary centers involved: Cedivet, ICBAS, soﬂdab, INIAV. CHV, HVRM, HVP; Dr. Maria José Bento from RORENO, Dr. Joana Vasconcellos from
ROR-Centro, Prof. Dr. Rui Henrique from IPO-Porto and Prof. Oswaldo Baquero for Bayesian modelation from University of Sdo Paulo
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