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RESUMO

O linfoma é a neoplasia hematopoiética mais comumente observada em cées, com prevaléncia
de 7 a 24% dentre todas as neoplasias caninas. A determinacdo da imunofenotipagem do
linfoma é realizada pela citometria de fluxo, imunocitoquimica, ou imunohistoquimica e,
através dessas técnicas, tenta-se desenvolver uma ligagdo com o tipo celular e o prognostico
do paciente. A realizacdo de exames laboratoriais em cdes com linfoma serve tanto para a
avaliacdo do estadiamento da neoplasia desses animais, indicando o protocolo de tratamento
ideal, quanto para o acompanhamento da satde do paciente determinando também a evolugéo
ou a remissdo do linfoma. O mielograma é essencial para o estadiamento do linfoma e, em
alguns casos, possibilita a identificacdo de alteracbes na medula dssea antes de serem
identificadas no hemograma. Novos protocolos de tratamento estdo sendo desenvolvidos e
aplicados na rotina oncoldgica em medicina veterinaria, como o transplante de medula 6ssea,
que tem se mostrado eficaz no auxilio a remissdo da doenca. Este trabalho trata de revisar das
opcdes mais simples de diagnéstico laboratorial como hemograma e citologia, até exames
mais complexos como a citometria de fluxo. Visa também, difundir as préaticas de coleta de
medula e explorar uma nova modalidade de tratamento (transplante de medula 6ssea) pouco
realizada no pais.

Palavras-chave: diagndstico, grau V, imunofenotipagem



ABSTRACT

Lymphoma is the most common hematopoietic neoplasm in dogs and accounts for between 7
and 24 percent of all canine neoplasms. Lymphoma immunophenotyping is done by flow
cytometry, immunocytochemistry or immunohistochemistry. With these techniques, a
correlation between cellular type and prognosis of the patient can be developed. Laboratorial
examination in dogs with lymphoma is important for physical evaluation and disease staging
of those animals, suggesting the ideal treatment protocol, and also for patient follow-up to
determine the lymphoma remission or growth. Bone marrow evaluation is essential for the
staging of lymphoma and contributes to the identification of bone marrow abnormalities
before they are noted on CBC. New treatment protocols are being developed and used in
veterinary medicine such as bone marrow transplantation. This treatment showed efficacy in
contributing to disease remission. This work aims to review the options from the simplest
diagnostic laboratory tests like CBC and cytology, to more complex tests such as flow
cytometry. Also aims to disclosure practices of bone marrow collection and explore a new

treatment modality (bone marrow transplant) not customarily performed in Brazil.

Key words : diagnostic, stage V, immunophenotyping
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1.INTRODUCAO

O linfoma maligno € a neoplasia hematopoiética mais comumente observada em caes.
Origina-se nas células linforeticulares, usualmente nos tecidos linfoides, como os linfonodos,
baco, figado e medula 6ssea sendo que, pode se originar em qualquer tecido do organismo. A
doenca pode apresentar cinco estadios de evolucdo partindo do mais brando, que acomete
apenas um linfonodo, ao ultimo estadio que atinge a medula 6ssea eou 6rgdo nao linfoide.
Este dltimo tem pior prognoéstico, exigindo assim, um diagndstico exato e precoce para
escolha do tratamento mais adequado e melhora na sobrevida do paciente.

As técnicas de diagndstico utilizadas sdo, desde as mais simples (anamnese, ultrassonografia,
exames de sangue, urinalise e citologia de massas e liquidos cavitarios anormais), até métodos
mais avancados e precisos (citometria de fluxo, biologia molecular, imunohistoquimica). O
estadio do linfoma € determinado pela realizacdo do mielograma ou bidpsia de 6rgdo néo
linfoide afetado, como lesdes cutaneas. A partir do diagnostico e do estadiamento é possivel
tracar uma linha de tratamento com o protocolo adequado de quimioterapia, porém as chances
de sucesso no tratamento de um animal com o estadio mais grave do linfoma séo poucas.
Novas diretrizes de tratamento vem sendo pesquisadas na medicina veterindria, como o
transplante de medula 6ssea. Esta terapia estd sendo empregada ha alguns anos em paises
desenvolvidos como os Estados Unidos, que possui o laboratério pioneiro em transplantes de
medula 6ssea na medicina veterindria, apresentando bons resultados na remissdo de linfoma ja
no ultimo estaddio. No Brasil hd apenas um relato de caso descrito na literatura no qual o
procedimento mostrou ser eficiente na remisséo da patologia.

Este trabalho tem como objetivo explorar as técnicas de diagndstico aplicadas na medicina
veterinaria no Brasil e discutir as novas diretrizes de tratamentos, indicando o transplante de
medula éssea como uma nova possibilidade na terapia de pacientes em estadios avancados da

doenca, garantido-lhes uma maior sobrevida.



2.DESENVOLVIMENTO

2.1 Linfoma:

Linfoma é uma neoplasia hematopoiética que se origina nas células linforreticulares.
Usualmente inicia em tecido linféide como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea; mas
pode orginar-se em qualquer tecido do corpo (VAIL & YOUNG, 2007). O linfoma representa
aproximadamente de 7 a 24% de todas as neoplasias caninas e 83% de todas neoplasias
hematopoiéticas malignas (MOULTON & HARVEY, 1990). Cdes podem desenvolver
linfoma multicéntrico altamente agressivo, sendo comparado a Linfoma N&o-Hodgkin em
humanos. Linfomas do tipo Hodgkin s&o raros em caninos (MARCONATO et al., 2013).

O linfoma atinge principalmente cdes de meia idade a idosos, com idade média entre 6 e
9 anos com predisposicao racial para Scottish Terrier, Boxer, Bull Mastiff, Basset Hounds,
Sdo Bernardo e Airedales e menor risco para Dachshund e Spitz Aleméo (PRIESTER et al.,
1980; EDWARDS et al., 2003).

Existem quatro apresentagfes anatomicas de linfoma em cées: a multicéntrica,
caracterizada por linfoadenopatia generalizada com envolvimento de figado, ba¢o e/ou medula
Ossea; a mediastinal, caracterizada por linfoadenopatia mediastinica com ou sem
envolvimento da medula éssea; a alimentar, caracterizada por infiltragdo solitaria, difusa ou
multifocal no trato gastrointestinal com ou sem linfoadenopatia intrabdominal; e por fim, a

extranodal, que afeta qualquer orgédo ou tecido (COUTO, 2009).

2.1.1 Etiologia:

Em cées, a etiologia do linfoma é considerada multifatorial, pois nenhum agente
etioldgico foi claramente identificado até o presente momento. Contudo, existem evidéncias
de gue haja um componente genético, visto que algumas racas caninas apresentam elevada
prevaléncia para o desenvolvimento deste tipo de neoplasia (COUTO, 2009).

Segundo Thomas (2003), podem ocorrer ganhos no material genético nos cromossomos
13 e 31, assim como perdas no cromossomo 14, considerando-as as aberracfes geneticas mais
comuns nos 25 cdes com linfoma utilizados em uma pesquisa. Adicionado a isso, diferentes
prevaléncias de subtipos imunofenotipicos de linfoma em diferentes ragas indicam a
probabilidade de hereditariedade (MODIANO, 2005).
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AlteracGes em genes supressores de tumor, mudancas epigenéticas, sinais de transducao
genética alterados, e modificacbes de vias de apoptose, sdo caracteristicas comumente
encontradas em linfomas humanos e também podem estar presentes em cdes (YUNIS et al.,
1984). Além disso, fatores ambientais, como o0 uso de herbicidas, produtos quimicos e
residéncia proxima a areas industriais, ja foram associados ao desenvolvimento de linfoma em
cdes e humanos (VAIL & YOUNG, 2007). A prolongada estimulacdo antigénica e
imunossupressao cronica (como infecgcdo por Leishmania infantum) tem um papel crucial na
etiopatogenia de linfomas de células T (FERRICK, 1995; MANZILLO, 2008).

2.1.2 Patologia:

O linfoma maligno em cées pode ser distinguido em local anatdmico, morfologia
histoldgica e caracteristicas imunofenotipicas. As formas anatdbmicas mais comuns do linfoma
canino, em ordem decrescente de prevaléncia, sdo a multicéntrica, mediastinal,
gastrointestinal e misto. As formas primérias extranodais, que podem ocorrer em qualquer
local fora do sistema linfatico, incluem os olhos, pele, sistema nervoso central, 0Ssos,
testiculos, bexiga, coracdo e cavidade nasal (VAIL & YOUNG, 2007). O envolvimento renal
em casos de linfoma multicéntrico é comum, entretanto pode ocorrer o desenvolvimento
primario da neoplasia nos rins (BRESHEARS et al., 2011).

Linfoma multicéntrico é caracterizado pela presenca de linfoadenopatia generalizada e é
a forma anatbmica mais comumente encontrada, representando 80% dos casos em cées
(PONCE, 2010). O aumento do linfonodo geralmente é indolor, elastico, discreto e pode
iniciar nos linfonodos mandibulares ou pré-escapulares. A maioria dos animais acometidos
por linfoma ndo apresenta sinais clinicos. Porém, aproximadamente 20 a 40% apresentam
historico de perda de peso, letargia, anorexia e febre (VAIL, 1996).

Segundo Ponce (2010), um estudo de 608 cées indicou a presenca de 17,60% de casos
de manifestagdo extranodal, dentre estes 12,34% de envolvimento de pele e, 5,26% de outras
localizagdes como trato digestivo (1,48%), baco (1,8%), tonsilas (1,48%) e olhos (0,33%).

A forma alimentar é pouco comum, ocorrendo em 5 a 7% de todos 0s pacientes com
linfoma. Esta forma é mais frequentemente diagnosticada em cdes machos do que em fémeas,
similar as observacgdes em seres humanos (VAIL & YOUNG, 2007; De NARDO et al., 2008).

Cées com linfoma alimentar apresentam sinais gastrointestinais néo especificos como vémito,
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diarréia, perda de peso e mé absorcdo. Linfonodos mesentéricos, bago e figado podem estar
envolvidos (De NARDO et al., 2008).

A forma mediastinal do linfoma ocorre em aproximadamente 5% dos casos. Essa forma
¢ caracterizada pelo aumento de volume dos linfonodos craniomediastinais, timo ou ambos
(VAIL & YOUNG, 2007). Segundo Couto (2009), cdes com linfoma mediastinal s&o
usualmente avaliados por apresentarem dispneia, tosse ou regurgitacdo. Tanto oS sinais
respiratorios quanto digestivos sdo causados pelo aumento dos linfonodos craniais, apesar da
formacdo de efusdo pleural maligna contribuir para a severidade dos sinais respiratorios.
Alguns caes podem apresentar edema facial devido a sindrome da veia cava.

Linfoma cuténeo é relativamente incomum. Histopatologicamente pode ser dividido nas
formas nédo-epiteliotropica e epiteliotropica. O linfoma epiteliotrépico € formado por células
T, e é apresentado como a forma mais comum de linfoma cutadneo (SHIMAZAKI et al.,
2010). A lesdo caracteristica de cées com essa forma de linfoma é uma massa circular, em
relevo, eritrematosa, em forma de rosca e dermoepidermal que contém pele sem alteracdo no
centro (COUTO, 2009).

O linfoma hepatoesplénico € marcado pela auséncia de linfoadenopatia periférica e
acomentimento do figado, baco e medula éssea com infiltracdes malignas de linfécitos T.
Biologicamente este linfoma é extremamente agressivo e pouco responsivo a terapia (VAIL &
YOUNG, 2007). Adicionado a isto, cdes com linfoma hepético e que apresentam neutrofilia,
trombocitopenia, hipoalbuminemia ou hiperbilirrubinemia tem pior prognostico (DANK et
al.,, 2011). Linfoma esplénico caracteriza-se pela formacdo neoplasica das células B
localizadas na zona marginal do baco, podendo ocorrer também em linfonodos ou tecido
linfoide associado a mucosa (STEFANELLO et al., 2011).

Linfoma intravascular, originalmente denominado angioendoteliomatose, é uma
neoplasia rara caracterizada pela proliferacdo de linfocitos nos vasos capilares, mas ndo nos
grandes vasos. As manifestacfes clinicas sdo variaveis e 0s achados clinicopatoldgicos sdo
inespecificos, tais como anemia, trombocitopenia e leucopenia (LANE et al., 2012).

2.2 Sistemas de Classificacédo Histologica:

Segundo De Nicola (2009) o linfoma é caracterizado por linfocitos neoplasicos que
eventualmente substituem toda a populacédo celular normal do tecido afetado, compreendendo

um grupo variado de neoplasias linfdides. Cada uma dessas neoplasias representa uma
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expansao clonal de um compartimento anatdbmico ou de um desenvolvimento de células
linféides no linfonodo, que possuem caracteristicas morfologicas e imunofenotipicas
diferentes.

Linfoma maligno é a neoplasia mais comum em caninos € tratada com quimioterapia e
atinge cées de todas as racgas e idade. As classificagdes desenvolvidas para linfoma Né&o-
Hodgkin em humanos serviram como base para os patologistas veterinarios classificarem o
linfoma maligno canino (VALLI et al., 2010). Dessa forma, o sistema desenvolvido pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para classificacdo de doencas neoplasicas em tecidos
linféides em humanos foi adaptada para caes onde pode-se categorizar as neoplasias linféides
de acordo com a diferenciacdo celular e a indicagcdo prognoéstica (VALLI et al., 2013).

A Working Formulation (WF) e o sistema Kiel também foram adaptados para
classificar o linfoma canino. A WF categoriza os tumores em difuso ou folicular e tipo
celular, mas ndo inclui informacdes sobre a imunofenotipagem dos tumores. O sistema Kiel
inclui classificacbes de arquitetura padrdo, morfologia (centrobléstica, centrocitica ou
imunoblastica) e imunofenotipos (células B ou células T) das células tumorais. Em ambos 0s
sistemas, os tumores podem ser graduados em baixa, intermediaria e alta malignidade (VAIL
& YOUNG, 2007). A maior parte dos linfomas de alta malignidade origina-se nas células do
tipo B (FOURNEL et al., 1997). Entretanto, existe uma prevaléncia de imunofendétipos de
acordo com a raca do animal (MONDIANO et al., 2005); Cocker Spaniels e Doberman
Pinchers tem predisposicdo para desenvolver lifomas do tipo B celular, Boxers tendem a
desenvolver linfomas do tipo T enquanto Golden Retrievers podem desenvolver igualmente
linfomas do tipo B e T (VAIL & YOUNG, 2007). Para serem clinicamente utilizaveis, estes
sistemas de classificagcdo devem fornecer informacdes sobre resposta terapéutica, manutencéo
da remissdo e sobrevida. Linfomas com alta malignidade demonstram ser mais responsivos a
quimioterapia do que os de baixa malignade. Cdes acometidos por linfoma de baixa
malignidade apresentam maior sobrevida sem um tratamento quimioterapico agressivo,
enquantocdes com linfoma de células T tem pior resposta a quimioterapia e menor sobrevida
do que cées linfoma de células B (VAIL et al., 1996; RUSLANDER et al., 1997,
APPELBAUM et al., 1984; TESKE et al., 1994).

Apesar do  diagndstico  morfologico de linfoma  N&o-Hodgkin  ser
usualmente/frequentemente realizado através de um exame citoldgico, a histologia é tambem
uatil para realizar a avaliagdo da estrutura nodular. Através do exame histolégico pode-se

verificar pequenas células que caracterizam linfoma de baixa maligndade, incluindo linfoma
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folicular, linfoma de células T rico em células B e linfoma marginal (MARCONATO et al.,
2013).

Os subtipos histopatolégicos de linfoma indolente sdo descritos como linfoma de zona
marginal, linfoma folicular e linfoma de células de manto (todos formados por células B), e
linfoma da zona T que é formado por células de linhagem T. Adicionados a esses tipos
somam-se linfoma linfocitico, linfoma linfoplasmacitico e linfoma de células T rico em
células B, que também possuem progressdo lenta e baixa malignidade (FLOOD-KNAPIK et
al., 2012).

2.3 Manifestacdes Clinicas:

Os sinais clinicos do linfoma ocorrem de acordo com a sua forma anatdbmica. Animais
acometidos com a forma multicéntrica apresentam manifestacdes clinicas nao especificas
como perda de peso, anorexia e letargia (COUTO, 2009). Nesta forma, os animais apresentam
linfadenopatia  solitaria ou generalizada, a qual pode ser acompanhada por
hepatoesplenomegalia, envolvimento de medula 6ssea ou outros érgdos. Clinicamente, ocorre
aumento de volume e rigidez dos linfonodos, que usualmente sdo indolores a palpacdo. Estes
pacientes podem apresentar discrasias sanguineas secundarias a mieloftise e a sindromes
paraneoplasicas como anemia, trombocitopenia e neutropenia (VAIL & YOUNG, 2007).

Linfoma alimentar € menos comum em cées do que em gatos, representando apenas 7%
de todos os linfomas caninos. Esse tipo pode estar associado a sindrome do linfoma
multicéntrico mas, na maioria das vezes, esta confinado ao trato gastrointestinal (RASSNICK
et al., 2009). Cédes com linfoma alimentar usualmente apresentam sinais clinicos como
vomito, diarréia, anorexia e perda de peso que ocasionalmente, pode ser confundido com
obstrucdo intestinal ou peritonite. Na avaliacdo fisica, pode-se perceber massas
intrabdominais e espessamento das alcas intestinais (COUTO, 2009) com envolvimento ou
ndo de linfonodos mesentéricos, baco e figado (VAIL & YOUNG, 2007). A anormalidade
bioquimica mais comum presente no linfoma alimentar é a hipoalbuminemia (ocorre de 61 a
80% dos pacientes) e, particularmente, a hipercalcemia € incomum (RASSNICK et al., 2009).
A maior parte dos linfomas alimentares sdo formados por células T (FRANK et al., 2007).

A forma mediastinica é caracterizada pelo alargamento das estruturas
craniomediastinais, timo ou ambos. Os sinais clinicos presentes, estdo associados a extensdo

da doenga, podendo apresentar polidria e polidpsia devido a hipercalcemia, uma sindrome
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paraneoplasica relacionada a essa forma tumoral. Esses pacientes apresentam problemas
respiratorios, causados pela presenca de efusdo pleural e/ou compressdo das estruturas
internas pela massa neoplasica, intolerancia ao exercicio e regurgitacdo. A compressdo da
veia cava cranial pelas estruturas tumorais pode causar edema facial e na regido cervical
ventral (VAIL & YOUNG, 2007). Ocasionalmente, cdes com linfoma sdo avaliados pelos
sinais clinicos secundarios as sindromes paraneoplésicas (COUTO, 2009). Essas sindromes
sdo alteracGes estruturais ou funcionais no organismo do paciente acometido por neoplasia,
sdo um grupo diversificado e estdo associadas com as acdes nao invasivas do tumor. Em
muitas situacdes, a sindrome paraneoplésica trilha paralelamente com a malignidade do tumor
e, com o tratamento e remissdo da neoplasia, ela desaparece (BERGMAN, 2007). O mesmo
autor ainda refere que, entre os sinais da sindrome estdo hipercalcemia,
hipergamaglobulinemia, anemia, eritrocitose, leucocitose neutrofilica, trombocitopenia,
pénfigo e hipoglicemia.

Acredita-se que cdes com linfoma que apresentem hipercalcemia possuam pior resposta
a quimioterapia e pior sobrevida quando comparados a pacientes hormocalcémicos. Em tais
casos, o fator humoral esta envolvido, onde a célula neoplésica produz uma proteina
semelhante ao paratorménio causando a liberacdo excessiva de célcio na circulacdo
(ROSENBERG et al., 1991). A primeira manifestacdo clinica de hipercalcemia esta
relacionada a fungdo renal. A inabilidade de concentrar urina é observada devido ao
decréscimo da acdo do horménio antidiurético no tdbulo distal, o calcio diminui o fluxo de
sangue nos rins e a taxa de filtracdo glomerular devido a vasoconstricdo. Sais de calcio se
depositam no parénquima renal causando azotemia renal e pré-renal. O epitélio urinario pode

sofrer degeneracdo e, em casos graves, até mesmo necrose (BERGMAN, 2007).

2.4 Diagnostico e Estadiamento:

O objetivo do estadiamento de cdes com cancer é determinar a terapia adequada,
monitorar a resposta a esta terapia, comunicar ao proprietario um progndstico mais preciso e
estratificar os pacientes para ensaios clinicos (FEINSTEIN et al., 1984). A realizacdo do
estadiamento permite determinar a distribuicdo e a extensdo do céncer (FLORY et al.,
2007).Para selecdo da terapia mais adequada para cada caso, € necessario um diagnostico
especifico de linfoma, tanto para animais quanto para humanos. (VALLI et al., 2013).
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Testes para estadiamento estdo mais sensiveis e podem detectar, previamente, alteracdes
assintomaticas consequentemente conhecidas como “viés de tempo zero” (FEINSTEIN et al.,
1984). A deteccdo da doencga nesse estagio acarreta a maior tempo de sobrevida quando
comparado a pacientes em que o diagnostico foi simultdneo a doencga clinica (FLORY et al.,
2007).

2.4.1 Estadiamento

O sistema de estadios do linfoma que foi desenvolvido pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) e € utilizado nas dltimas duas décadas para estadiamento do linfoma em cées e
gatos (TABELA 1) (COUTO, 2009). Essa classificacdo foi desenvolvida segundo
recomendacdes de um grupo internacional de patologistas, baseada em aspectos Unicos de
cada doenca neoplésica para atualizar o sistema de classificacdo, sem refletir origens
geograficas (HARRIS et al., 1994; VALLI et al., 2013).

Tabela 1: Classificacdo para Neoplasias em Tecidos Linfoides:

ESTAGIO CARACTERISTICAS

I Envolvimento de apenas um linfonodo

] Envolvimento de multiplos linfonodos craniais ou caudais ao
diafragma

11 Linfadenopatia generalizada

Vi Estagio I11 mais hepatomegalia ou esplenomegalia

\Y/ Qualquer estagio acima mais acometimento de medula 6ssea ou
envolvimento extranodal

Substégio a Assintomatico

Substéagio b Sintomatico

Fonte: Organizacdo Mundial da Satde (OMS)(1984)

2.4.2 Exame Clinico

Em cées, apesar da avaliacdo fisica incluir a palpacdo dos linfonodos superficiais, assim
como aqueles palpaveis pelo togue retal,Vail & Young afirmam que uma parte significativa

de pacientes com linfoma possuem pélipos retais constituidos por agregados de linfocitos
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neoplésicos. As mucosas oral e ocular devem ser inspecionadas para a identificacdo de
palidez, ictericia, petéquias e Ulceras, pois esses sinais podem indicar anemia ou
trombocitopenia secundaria a mieloftise, doenca imunomediada ou evidéncia de faléncia de
orgdos (rins e figado). A palpacdo abdominal pode revelar organomegalia, afinamento das
paredes intestinais ou linfoadenopatia mesentérica enquanto a ausculta tordcica € importante
para a deteccdo de massa mediastinica, efusdo pleural ou ambos (VAIL & YOUNG, 2007).
Exames de fundo de olho podem revelar anormalidades como uveites, hemorragia de retina e
infiltracdo ocular, que acometem pelo menos um terco dos caes com linfoma (MASSA et al.,
2002).

2.4.3 Hemograma

E necessério realizar um hemograma, incluindo contagem plaquetéria, para a avaliacio
de um cdo com suspeita de linfoma uma vez que podem ocorrer anormalidades hematoldgicas
em casos de linfoma multicéntrico (VAIL, 2010).

A anemia, usualmente normocitica normocrémica, é a anormalidade hematoldgica mais
comumente encontrada, afetando mais de 30% dos cdes com linfoma. (MADWELL &
FELDMAN, 1980; HARPER, 2005). Apesar disso, anemia hemolitica também pode estar
presente, assim como anemias regenerativas, concomitantes com hemolise ou hemorragias.
Em situacGes em que hé envolvimento da medula 6ssea, a anemia pode estar acompanhada de
trombocitopenia e leucopenia. Nestes casos, ha a indicacdo da contagem de reticuldcitos,
contagem total de plaquetas e testes de coagulacdo (VAIL & YOUNG, 2007). As causas da
anemia sdo variadas, e incluem alteragdes no metabolismo, armazenamento e disponibilidade
do ferro, reducdo da meia-vida das hemécias e, ocasionalmente, diminuicdo da resposta
medular (MADEWELL & FELDMAN, 1980). A presenca da anemia no momento do
diagnostico do linfoma esta associada com menor tempo de sobrevida para cdes (CAPUA et
al., 2011).

Coagulopatias sdo comumentes associadas com tumores que causam trombocitopenia
(BERGMAN, 2007). A incidéncia e a significancia de trombose e/ou tromboembolismo em
cdes com linfoma ainda é desconhecida embora em humanos com linfoma Nao-Hodgkin, essa
alteracdo seja comum. Um estudo constatou a presenca de hipercoagulabilidade e subsequente
tromboembolismo em cées com linfoma multicéntrico, tanto no momento do diagnostico

guanto no tratamento com quimioterapia (KOL et al., 2013). Ja um estudo realizado por
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Eberle (2010), pode-se verificar que ndo ocorreram disfuncdes plaquetérias relevantes em
cdes em tratamento com protocolo quimioterapico incluindo vincristina, L-asparaginase e
doxorrubicina. Apesar disso, houve aumentos transitérios na contagem plagquetaria destes
animais.

No estudo realizado por Martini (2013), pacientes acometidos com linfomas do tipo B
foram submetidos a exames laboratoriais para verificar se a presenca de alteragfes na
circulacdo periférica era indicativa de infiltracdo neoplasica na medula 6ssea. Foi constatado,
em cdes com linfoma grau V (estadio mais grave do linfoma), alteracdes na circulacéo
periférica como linfocitose, leucocitose e trombocitopenia. Essa investigacdo é relevante pois
a diferenciacdo entre linfoma multicéntrico com envolvimento de medula d¢ssea e a leucemia

linfoblastica possuem prognosticos sao inteiramente diferentes (VAIL & YOUNG, 2007).

2.4.4 Bioquimica clinica

As anormalidades bioquimicas em cdes com linfoma geralmente estdo ligadas a
apresentacdo anatémica (VAIL, 2010). A hipoproteinemia é observada frequentemente em
cdes com linfoma alimentar enquanto que elevacdes nas globulinas séricas, usualmente
monoclonais, estdo relacionadas ao linfoma do tipo B. Se o paciente tem o valor de proteina
total elevado ou evidéncia do aumento nas globulinas no perfil bioquimico, deve ser realizada
uma avaliacdo através da eletroforese para confirmacdo da hiperglobulinemia. Gamopatias
monoclonais tem sido descritas em 6% de cdes com linfoma (MACEWEN et al., 1977).
Elevacdes na atividade de enzimas hepaticas ou nas concentracdes de bilirrubina pode indicar
a ocorréncia de infiltracdo neoplasica no parénquima hepatico (VAIL & YOUNG, 2007).

A presenca de hipercalcemia também marca a resposta do paciente a terapia, bem como
a elevacdo dos valores de uréia e creatinina séricas também podem ocorrer de forma
secundaria a infiltracdo dos rins pela neoplasia, nefrose hipercalcémica, ou azotemia pré-renal
devido a desidratacdo. Aproximadamente 15% dos cdes com linfoma apresentam
hipercalcemia (30% a 40% desses pacientes apresentam envolvimento mediastinal e 35% sé&o
linfoma de célula T) (MADEWELL, 1986; ROSENBERG et al., 1991; FOURNEL-FLEURY
et al., 2002). Em casos de hipercalcemia idiopatica, o linfoma deve ser colocado como um dos
possiveis diagnosticos diferenciais (VAIL & YOUNG, 2007). Em cées existe a correlacdo

entre linfomas de células T (tipicamente com envolvimento mediastinico) e hipercalcemia
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(MADEWELL, 1986). Ja em felinos, em um estudo Gabor et al.(2006), ndo verificaram a

correlagéo entre o linfoma T celular e hipercalcemia.

2.4.5 Avaliagdo Citoldgica

A avaliacdo morfoldgica do tecido e das células que abrangem o tumor € essencial para
o0 diagndstico do linfoma . Na maior parte dos casos, o diagnostico de linfoma pode ser
determinado através de bidpsia asprativa por agulha fina (BAAF) dos linfonodos ou de outros
tecidos afetados (VAIL & YOUNG, 2007). Para a coleta de material, deve-se evitar linfonodos
de areas suscetiveis a inflamacgdes, como os linfonodos mandibulares, e dar preferéncia a
linfonodos pré-escapulares e popliteos. Durante a coleta e confeccdo das laminas, cuidados
s80 necessarios na aspiracao e na realizacdo dos esfregacos uma vez que as células linfoides
sdo frageis. Os critérios de classificacdo morfologicas sdo baseados no tamanho celular
(pequeno, médio, grande), forma e destribuicdo do ndcleo; densidade da cromatina; ndamero,
tamanho e destribuicdo dos nucléolos; volume e basofilia do citoplasma também sdo considerados
(SOZMEN et al., 2005). Na interpretacéo citoldgica, deve-se considerar que hiperplasias muito
acentuadas que contenham muitas células podem ser dificeis de diferenciar de linfoma enquanto
linfomas de células pequenas podem exibir poucas caracteristicas citolégicas que evidenciem
malignidade (VAIL & YOUNG, 2007).

O linfoma maligno é caracterizado por linfocitos que eventualmente substituem toda a
populacdo celular normal (VALLI, 1989), mas nem todos os linfomas sao iguais; eles sdo um
grupo variado de neoplasias linfoides. Cada uma dessas neoplasias representa uma expansado
clonal de um compartimento anatémico ou de desenvolvimento de celulas linféides no
linfonodo, que possuem caracteristicas morfolégicas e imunofenotipicas diferentes (VALLI,
2002; WILKERSON et al., 2005). Quando as células imaturas compdem mais de 50% da
populacdo celular, o diagndstico de linfoma maligno pode ser feito com seguranca, mas uma
quantidade reduzida dessas células podem estar presentes no inicio do processo, dificultando
0 diagnostico pelo exame citoldgico isolado (MESSICK, 2009). Sugere-se que, técnicas
auxiliares, incluindo imunofenotipagem do material dos esfregacos e de cortes histologicos e
imunofenotipagem quantitativa utilizando citometria de fluxo também podem ser usadas para
confirmar o diagnostico (MESSICK, 2009).



19

2.4.6 Avaliacdo Histoldgica

Para avaliacao histologica, deve-se remover um linfonodo inteiro, incluindo a capsula, e
fixa-lo em formalina 10%. Um corte deste material € examinado para determinar se ha
populacdo homogénea de células neoplésicas obliterando a arquitetura normal do linfonodo.
Uma mistura de elementos malignos e reativos pode limitar a acurécia, tanto do diagndstico
citoldgico de linfoma, como do histolégico (MESSICK, 2009).

Em linfomas alimentares € indicado a bidpsia intestinal através de laparotomia onde
deve-se obter uma amostra adequada para o diagndéstico diferencial de enterite linfocitica.
Para linfomas cutaneos, é realizado biopsia do tipo punch, assim, a amostra representativa e
ndo contaminada pode ser obtida (VAIL & YOUNG, 2007).

2.4.7 Imunohistoquimica

Imunohistoquimica é um método em que o antisoro é conjugado a uma enzima cujo 0
substrato € adicionado na presenca de um cromdgeno nas cores marrom, azul ou vermelho.
Este é depositado na porc¢édo que a célula alvo ocupa no tecido (DAY, 2011). A quantidade de
tecido varia de acordo com o tipo da amostra, em modelos pequenos todos 0s campos sdo
examinados para observacdo de tamanho celular e mitoses. Para amostras maiores (fatia ou
todo o nddulo), o tecido inteiro é examinado para escolha das partes com melhor fixacéo e
menor intereferéncia de artefatos, onde sera possivel a melhor observagdo do tamanho celular
e mitoses. O tecido é embebido em parafina e fixado em formalina, sdo confeccionadas
laminas para determinar a fenotipagem do material de interesse (FLOOD-KNAPIK et al.,
2012).

2.4.8 Imunofenotipagem

Imunofenotipagem ¢é utilizada para determinar o tipo celular que constitui o linfoma,
contribuindo para o diagnostico da neoplasia. Segundo Vail e Young (2007), a literatura
veterinaria descreve que 60 a 80% dos casos de linfoma séo do tipo celular B, 10 a 30% do
tipo celular T, 22% mistos e 5% nulos (ndo sdo imunorreativas para ambos os tipos, Be T). O

desenvolvimento de testes para deteccdo de anticorpos monoclonais especificos para
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linfocitos caninos tornou a imunofenotipagem de tumores rotineira, e esta disponivel em
muitos laboratorios comerciais.

A imunofenotipagem dos linfécitos é determinada pela expressdo de moléculas
especificas pelo tipo celular B e tipo celular T. Apesar das células tumorais possuirem
caracteristicas morfoldgicas que tipificam um imunofendtipo em particular, exce¢fes podem
ocorrer, e a morfologia ndo pode ser a Unica determinante do tipo de linfocito. Para a
determinacéo precisa da imunofenotipagem, anticorpos contra marcadores de linfocitos sdo
aplicados a tecidos seccionados, espécimes citologicos ou células em meio fluido (citometria
de fluxo) (ABBAS, 2007) .

2.4.9 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que permite a avaliacdo de um largo numero de
células simultaneamente, registrando os diferentes fenotipos para cada célula que se tornou a
ferramenta ideal para a determinacdo da imunofenotipagem de linfomas em cdes (JOETZKE
et al., 2012) pois oferece grande vantagem na eficiéncia da imunofenotipagem acoplada a um
alto grau de sensibilidade. E possivel avaliar uma extensa variedade de marcadores como
também a expressdo de varios antigenos, simultaneamente, numa mesma populacdo de
células. Este alto nivel de sensibilidade permite a detec¢do de neoplasias raras (baseado em
suas caracteristicas especificas), coexistindo com uma subpopulacdo benigna (NGUYEN,
2007).

A citometria do sangue, linfonodos e medula 6ssea promovem a avaliacdo e o
progndstico de cdes com linfoma (PAPAKONSTANTINOU et al., 2013). Estudos com cées
acometidos por linfoma relatam que pacientes com fenétipo celular T possuem tempo menor
de recidiva e menor tempo de sobrevida do que pacientes com fenotipo celular B
(RUSLAMDER et al.,, 1997; DOBSON et al., 2001). Porém, a correlacdo de
imunofenotipagem e progndstico ndo € perfeita, e excecdes ja foram relatadas
(PAPAKONSTANTINOQOU et al., 2013).

Para execucdo da técnica, é utilizado um aparelho para avaliacdo da emissdo de
fluorescéncia das células. Alguns aparelhos sdo capazes de separar fisicamente as células de
acordo com as caracteristicas citometricas (ROITT et al., 1999; NAKAGE et al., 2005). As
células da amostra em suspensdo sdo marcadas com reagentes fluorescentes especificos para

deteccdo de moléculas de superficie e sdo introduzidas numa camara de fluxo vibratéria. O
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fluxo de células que atravessa a cAmara é envolvido por uma solugdo tampé&o, sendo que 500 a
4000 células ou particulas passam em fila simples por segundo e por meio do sensor
eletronico. O fluxo é iluminado por laser de argdnio (azul), que tem uma energia de luz
incidente de 488 nm. Cada célula é avaliada com relacdo ao tamanho (dispersor de luz
anterior), granulosidade (dispersor 90°) e intensidade de fluorescéncia para deteccdo de
antigenos de superficie diferente (imunofenotipagem). A vibragdo do fluxo celular provoca o
rompimento em goticulas que podem ser carregadas eletricamente e, a partir dai, dirigidas
para placas de deflexdo eletromagnética para serem coletadas em diferentes populacdes
celulares de acordo com os paramentros medidos, sob controle de um computador (ROITT et
al., 1999; NAKAGE et al., 2005).

Os anticorpos monoclonais sdo os reagentes de escolha devido a sua especificidade,
reacao cruzada minima e reprodutibilidade. O termo CD (Cluster Designation — denominacao
de grupamento) é utilizada para denominar os anticorpos monoclonais criados em diferentes
laboratérios de todo o mundo contra antigenos leucocitarios humanos. A imunofenotipagem
consiste no isolamento de populacGes de células distintas com diferentes antigenos de
superficie marcados com anticorpos fluorescentes especificos (RIOTT, 1999).

Ainda segundo Nakage (2005), a imunofenotipagem de linfocitos é uma aplicacdo
comum da citometria de fluxo em hematologia de seres humanos, e tem sido utilizada para
estudar os efeitos de doengas e modificagdes do sistema imune nas populacées de linfécitos.
Em relacdo aos anticorpos monoclonais que identificam os antigenos leucocitarios caninos,
estes foram definidos durante o CLAW (First Canine Leukocyte Antigen Workshop).
Definiu-se que o CD5 como principal marcador de superficie para todos os linfécitos T de
cées, 0 CD4 como marcador de linfocitos T auxiliares e 0 CD8 como marcador de linfocitos T
citotoxicos. Os principais marcadores utilizados para deteccdo de linfécitos B sdo 0 CD21 e
CD79a.

Adionalmente, a citometria de fluxo pode ser utilizada para detectar baixos niveis de
infiltracdo neoplasica na medula 6ssea, confirmando a avaliagcdo morfoldgica de esfregacos
medulares. O valor de 3% de infiltrado neoplasico na medula 6ssea é proposto como ponto de
corte para identificar cdes com progndstico desfavoravel, caracterizando o Grau V da doenca
(MARCONATO, 2013).

2.5 Coleta e Avaliacdo de Medula Ossea
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A medula 6ssea é o maior 6rgao hematopoiético do corpo. Nos animais jovens, o tecido
hematopoiético é encontrado tanto em 0ssos chatos quanto em 0ssos longos e com o cessar do
crescimento, a atividade no centro dos ossos longos regride. Nos adultos, a maior parte da
hematopoiese ativa ocorre nos 0ssos chatos e nas extremidades dos ossos longos. A area
central dos o0ssos longos contém principalmente gordura, com muito pouco tecido
hematopoiético ativo (GRINDEM et al., 2009).

Infiltracdo na medula dssea por células neoplasicas ndo é um processo acidental mas
sim influenciado tanto pelas proprias células neoplasicas quanto pelo microambiente do
6rgdo. E importante a realizagdo do mielograma para o estadiamento de cdes com cancer para
determinar a melhor terapia, monitorar a resposta ao tratamento, comunicar um prognostico

mais preciso aos proprietarios e avaliar o tempo de sobrevida (AUBRY et al., 2012)

2.5.1 Bidpsia Aspirativa

Segundo Harvey (2012), os sitios ideais para a colheita de material de medula 6ssea s&o:
a crista iliaca, a parte proximal do Umero, a parte proximal do fémur, e o externo. A agulha
usada para aspirar a medula éssea deve ter um mandril, que permanecera fixado na cavidade
medular para evitar obstrucdo do lumen com osso cortical. Uma agulha ideal deve ter entre 16
e 18 mm de calibre e de 1 a 1,5 polegadas de comprimento. A qualidade do aspirado
citolégico como auxilio ao diagnostico dependera de uma coleta satisfatéria e de um
esfregaco com alta qualidade. Na maioria dos casos, SO € necessario anestesia local.
Entretanto, a tranquilizacdo € frequentemente utilizada em pacientes que resistem ao
posicionamento pela contengdo manual. Para a coleta de material, o local da puncéo deve ser
tricotomizado e limpo com sabdo antisséptico (HARVEY, 2012).

Previamente, uma pequena incisao na pele no sitio da coleta é realizada para facilitar a
passagem da agulha pela epiderme. Apos, realiza-se movimentos nos sentidos horario e anti-
horario para a perfuracdo do osso até a cavidade medular. Depois que a agulha esta
firmemente aderida, retira-se 0 mandril e acopla-se uma seringa de 10 ou 20 mL, contendo
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético dipotassico (EDTA — K3), e se realiza uma
intensa pressdo negativa com o émbolo da seringa para a obtencdo do material necessario.
Apos a coleta, mistura-se a amostra ao anticoagulante e coloca-se numa placa de petry. As
particulas da medula éssea aparecem como pontos brancos (espiculas) e estdo embebidas em

sangue presente no material apirado, estas espiculas sdo coletadas da placa com o auxilio de
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uma pipeta ou capilares de microhematocrito para a confeccdo dos esfregacos. As laminas
confeccionadas sdo coradas com corantes tipo Romanowsky como Wright, Giemsa ou uma
combinacéo dos dois (HARVEY, 2012).

2.5.2 Bidpsia de Fragmento por Agulha

As biopsias de fragmento por agulha podem ser feitas com as agulhas para biopsia de
medula dssea modelo Jamshidi para neonatos (cdes pequenos) ou pediatricas (cées grandes).
O procedimento é 0 mesmo descrito para a bidpsia aspirativa, exceto depois do ponto em que
a agulha penetra no cortex do 0sso e entra na cavidade medular, quando o mandril deve ser
removido, a agulha avanca em movimento rotatorio. Assim secciona-se e coleta-se um
fragmento da medula dssea. A agulha é removida do paciente e empurra-se o fragmento em
uma lamina com o mandril pela ponta em que ele se encaixa ou pela ponta do bisel.
Utilizando-se a ponta da agulha, o fragmento de medula € gentilmente rolado ao longo da
lamina. Apds preparar uma ou duas laminas desta forma, o fragmento de medula é colocado
em recipiente com formalina neutra tamponada a 10% para posterior processamento e
avaliacdo histologica (GRINDEM, 2009).

2.5.3 Avaliacdo da Medula

Esfregacos e bidpsias de fragmento devem ser revisados com objetivas de baixo
aumento para verificar a celularidade e determinar se o numero de megacariécitos é
adequado. Uma medula normal é heterogénea. Se alguma sessdo do esfregaco ou da bidpsia
estiver homogénea é provavel que esteja presente uma populacdo anormal de celdlas.
Infiltrados neoplésicos sdo de mais facil percepcdo (HARVEY, 2012).

As amostras de aspirado com pouca ou nenhuma espicula e pouca gordura sugerem
medula fibrética ja amostras de aspirado com poucas espiculas e muita gordura sugerem
medula hipoplésica gordurosa. Amostras de fragmento que fornecem uma medula vermelho-
acinzentada sugerem medula normo ou hipercelular e uma medula branca a amarelada sugere
medula hipoplésica ou fibrotica (GRINDEM et al., 2009).

A celularidade da medula dssea € estimada através da analise de proporcéo de células
contra gordura presente em espiculas. A celularidade normal varia entre 25 a 75% de células,

dependendo da idade do animal onde particulas compostas de 75% de células ou mais a



24

medula é interpretada como hipercelular, e particulas compostas por mais de 75% de gordura
é interpretada como hipocelular (HARVEY, 2012).

A neoplasia linféide geralmente infiltra a medula 6ssea. Entretanto, cdes e gatos podem
apresentar entre 15 e 20% de linfocitos, respectivamente, embora seja incomum. O aumento
de linfocitos pequenos pode ocasionalmente ocorrer em processos reativos, frequentemente
associados com 0 aumento de plasmaocitos na medula éssea (GRINDEM et al., 2009). Quando
30% ou mais das células nucleadas na medula sdo definitivamente reconhecidas como
linfoblastos, é indicativo de neoplasia linfoide. Os corpulsculos linfoglandulares (fragmentos
citoplasmaticos basofilicos) sdo associados com linfoma na medula 6ssea. No inicio, a
infiltracdo é focal ou multifocal e a identificacdo da populacdo neoplésica de linfdcitos
dispersa pode passar despercebida (GRINDEM et al., 2009).

Infiltracbes focais devem ser diferenciadas de foliculos linféides benignos. Estes
possuem borda bem definida e sdo formados de linfdcitos pequenos e maduros. Agregados
neoplésicos geralmente sdo grandes, pobres na definicdo das bordas e apresentam células
grandes e imaturas (HARVEY, 2012).

Em um estudo realizado por Aubry (2012), foi comparada a presenca de células
neoplésicas na circulagdo com o envolvimento da medula 6ssea no linfoma. Apesar de alguns
pacientes ndo apresentarem células anormais na circulacdo periférica, foi indicado o
envolvimento da medula 6ssea, ratificando a importancia do exame e que sS40 necessarios
mais estudos em torno da avaliacdo de cdes com linfoma.

Metéastases da medula 6ssea para o tecido linfoide e, do tecido linféide para a medula,
sdo comuns. Consequentemente, € dificil a diferenciacdo entre uma leucemia verdadeira
(neoplasia linféide com origem na medula 6ssea) e animais com linfoma no grau V
(HARVEY, 2012). Linfocitos neoplésicos eou linfoblastos podem ser confundidos com
outros blastos na medula Ossea e talvez sejam necessarias técnicas especiais para a
identificacdo definitiva (citometria de fluxo ou coloracdo imuohistoquimica) (GRINDEM,
2009).

2.6 Tratamento
O principal tratamento para linfoma é quimioterapia antineoplasica. Dos diferentes

protocolos disponiveis, as respostas variam de 65 a 96% e a duracdo da primeira remissdo é

de 6 a 9 meses. A segunda remissao e geralmente mais curta que a primeira para a maioria dos
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caes que foram submetidos a protocolos quimioterépicos, e a taxa de sobrevivéncia varia de
10 a 12 meses (CAPUA et al., 2009).

2.6.1 Quimioterapia

Existem quase o mesmo numero de protocolos quimioterdpicos quanto existem
oncologistas veterinarios, isso reflete muitas vezes na inabilidade de atingir a cura na maioria
dos casos (VAIL, 2010). A combinacdo mais completa é a modificacdo do protocolo CHOP
de humanos pra cées. O protocolo CHOP representa as combinacdes de ciclofosfamida,
doxorrubicina, vincristina e predinisona (TABELA 2). A resposta ao tratamento varia,
dependendo do estadiamento e, consequentemente, de um progndstico mais favoravel (VAIL,
2010).

Tabela 2: Protocolo CHOP para tratamento de cdes com linfoma.

SEMANA FARMACODOSENIA
1 Vincristina 0,7 mg/m? IV
Prednisona 2 mg/kg VO SID
2 Ciclofosfamida 250 mg/m? IV
Prednisona 1,5 mg/kg VO SID
3 Vincristina 0,7 mg/m2 IV
Prednisona 1 mg/kg VO SID
4 Doxorrubicina 30 mg/m2 IV

Prednisona 0,5 mg/kg VO SID

6 Vincristina 0,7 mg/m? IV

7 Ciclofosfamida 250 mg/m* IV
8 Vincristina 0,7 mg/m* IV

9 Doxorrubicina 30 mg/m? IV
11 Vincristina 0,7 mg/m? IV

12 Ciclofosfamida 250 mg/m* IV
13 Vincristina 0,7 mg/m? IV

14 Doxorrubicina 30 mg/m? IV
16 Vincristina 0,7 mg/m2 1V

17 Ciclofosfamida 250 mg/m? IV
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18 Vincristina 0,7 mg/m2 1V
19 Doxorrubicina 30 mg/m? IV

VAIL & YOUNG (2007)

O tratamento quimioterapico dos cdes com linfoma, de uma maneira geral, é dividido
em diversas fases ou estratégias: inducdo da remissdo, manutencgdo, e reinducdo da remissdo
ou resgate. Imediatamente apds o diagndstico, um protocolo quimioterdpico de muitos
agentes, relativamente agressivos, € usado para induzir a remissdo. Durante esta fase, que dura
de 6 a 8 semanas, 0s animais séo avaliados semanalmente pelo veterinario e sdo submetidos a
exames fisico e laboratorial de rotina (COUTO, 2009). Os cdes que respondem a
quimioterapia e atingem a remissdo completa (desaparecimento das massas neoplasicas) se
tornam livres de sinais clinicos e adquirem uma boa qualidade de vida (VAIL & YOUNG,
2007).

Protocolos quimioterapicos baseados em doxorrubicina contendo ciclofosfamida,
vincristina e predinisona (CHOP), com ou sem L-asparginase sdo os mais recomendados
como primeira linha de terapia para cdes com linfoma N&ao-Hodgkin, independente da
imunofenotipagem da neoplasia. O imunofenotipo B € mais comum nos casos de linfoma do
que o imunofendtipo T, que representa de 10 a 38% dos casos. O fenotipo T esta associado a
piores prognosticos quando comparado ao fenétipo B (REBHUN et al., 2010).

No estudo realizado por Rebhun (2010), foram selecionados 24 cdes com diagndstico
confirmado de linfoma com imunofenétipo T, sem tratamento anterior, para serem submetidos
ao protocolo CHOP. Os cées responderam rapidamente ao tratamento, mas obtiveram recidiva
em um curto espaco de tempo (104 dias).

2.6.2 Radioterapia

O papel da radioterapia no tratamento do linfoma em cées ainda esta sob investigacao.
O uso de irradiacéo de corpo inteiro, sem transplante de medula 6sssea, mostrou-se pobre nos
resultados (MACEWEN, 1977; VAIL, 1990; GRIMDEM, 1994; MADEWEL, 1986). No
entanto, a terapia de radiacéo pode ser indicada em alguns casos: neoplasia no graus | ou I,
diminuicdo da neoplasia local (linfoadenopatia mandibular, linfoma retal) e irradiacdo de
corpo inteiro combinado com transplante de medula 6ssea (MADEWEL, 1986; GRIMDEM,
1994). Os resultados sugerem que a radioterapia aplicada, quer seja depois do tratamento
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quimioterapico ou inserido entre as sessfes, quando os cées estdo em remissdo parcial ou
total, é seguro e deve ser extensivamente investigado para determinar se 0 ganho terapéutico é
significativo (VAIL & YOUNG, 2007).

2.6.3 Transplante de Medula Ossea

Para desenvolver o transplante de células tronco para humanos, o cdo foi um valioso
modelo. Estes estudos em animais foram essenciais para o desenvolvimento de novos
tratamentos e novas técnicas para doencas analogas em humanos. Estudos pré-clinicos em
cdes investigaram regimes de condicionamento para quimioterapia e irradiacdo total
contribuiram para o sucesso de transplante de células tronco em pacientes humanos. S6 nos
anos 80 foram relatados em medicina veterinaria os primeiros transplantes de medula 6ssea
como intervencdo terapéutica em doencas malignas, e a maioria deles limitados a
experimentos alogénicos (CAPUA et al., 2009).

O transplante de medula déssea é feito atraves de células tronco pluripotentes, mais
comumente obtidas pelo indculo de células da medula 6ssea coletadas por aspiracdo. Depois
do transplante, as células tronco hematopoiéticas repopulam a medula dssea e se diferenciam
em linhagens hematopoiéticas (ABBAS, 2007).

2.6.4 Tipos de Transplante

O transplante de células tronco hematopoiéticas pode ser autélogo ou alogénico. Os
doadores devem ter relacdo genética e antigénica com os receptores. Transplantes aut6logos
sdo derivados de irmdos gémeos monozig6ticos, animais do mesmo gendtipo ou de células
tronco hematopoiéticas autélogo. Em transplantes alogénicos as céulas tronco sao
intraespecificas e o genotipo é diferente do receptor (WALTON, 2010).

2.6.4.1 Transplante Alogénico

Transplantes alogénicos séo subcategorizados de acordo com a histocompatibilidade e
com a relagdo com o receptor. A terapia imunossupressora requerida para o transplante

alogénico objetiva suprimir a resposta imune tanto do doador quanto do receptor, para
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prevenir a doenga “enxerto versus hospedeiro” (DEVH). A DEVH é um dos impedimentos
mais significantes para a realizagdo desse procedimento e resulta em um ataque imune das
células T do doador contras as células do hospedeiro. Por muitos anos a DEVH é associada ao
transplante alogénico impedindo sua aplicacdo clinica, mas os avangos na modulagédo
imunologica, e selecdo dos doadores tem diminuido substancialemente muitos dos efeitos
adversos. No entanto, mais estudos devem ser realizados sobre a DEVH, visando eliminar
células leucémicas. o transplante alogénico é o mais eficaz que o autélogo na eliminacdo do

tumor. Este fendmeno ¢ referido como “enxerto versus leucemia” (WALTON, 2010).

2.6.4.2 Transplante Aut6logo

Com o transplante autélogo ndo ha imcompatibilidade, descartando a necessidade de
supressdo imune pos-transplante e, portanto, ndo havendo risco de DEVH e de falha no
enxerto. Por outro lado, o transplante autdlogo ndo oferece a vantagem do “enxerto versus
leucemia”. O transplante autélogo ¢ utilizado principalmente como auxilio na terapia de
doencas hematopoiéticas malignas. O mecanismo de a¢do é como uma redefinicdo do sistema
imune apds a ablacdo do sistema hematolinféide (WALTON, 2010). O transplante autélogo
envolve a remocdo temporaria das células tronco hematopoiéticas do paciente, seguido por
mielossupressao induzida por quimioterapia e radioterapia e a reinfusdo das células tronco
(GASPER & THRALL, 2000) .

Segundo Escobar (2011), cdes com linfoma submetidos a transplante aut6logo de
medula 6ssea ap6s radioterapia, obtiveram uma queda na contagem de células na circulacdo
periférica nos primeiros dias seguidos do procedimento. O acompanhamento dos pacientes
comprovou a recuperacdo da medula e o aumento dos parametros celulares na circulagdo

sanguinea periférica em poucos dias, atestando o sucesso do transplante.

2.6.5 Purificacdo das Células Tronco Hematopoiéticas

Historicamente, medula é usada pra reconstituir medula. Em adic¢éo as celulas tronco, a
medula contem células que podem afetar o enxerto e a imunidade de tumores, como por
exemplo linfécitos T, celulas do estroma mesenquimal e células progenitoras mieldides.
Enxertos de medula podem ser modificados diminuindo as propor¢des dos componentes

deletérios e aumentando as células do estroma mesenquimal, as células progenitoras
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mieldides e as células CD34+ , que podem melhorar o potencial do enxerto e da
reconstituicdo medular (REYSNER, 2000).

Apesar disso, 0 uso de populacOes puras de células CD34+ podem apresentar duas
desvantagens: uma demorada reconstituicdo imunoldgica (como resultado da baixa
porcentagem de células T do doador e da condigdo de deplecdo de células T induzida ao
receptor) e uma alta probabilidade de recidiva leucémica (devido a auséncia de “enxerto
versus leucemia”). Esta demora na reestruturagdo do sistema imune expde o receptor a um
sério risco de infeccBes. A modulacéo de células T para o transplante € um desafio constante,
considerando que existem poucas células T na medula, a rejeicdo do enxerto € muito alta
devido ao papel destas células do doador na conformacéo do enxerto (WALTON,2010).

Ainda segundo Walton (2010), a justificativa para uso de purificacdo de populacbes de
células tronco é o enriquecimento do enxerto e a prevencdo da rejeicdo. O enxerto pobre em
células T pode prevenir a DEVH, podendo ser invertido pelo aumento na dose de células
CD34+.

A coleta de medula déssea é usualmente obtida via aspiracdo. Entretanto, as células da
medula 0ssea podem ser contaminadas por células da circulacdo periférica durante o0 método
de aspiracdo. Estudos envolvendo macacos relataram a contaminacdo da amostra em mais de
20% de celulas T periféricas (KUSHIDA et al., 2000). A presenca destas células
contaminantes pode aumentar os riscos de DEVH, resultando na necessidade de um
tratamento imunossupressivo (BLAZAR et al., 1996; KATAOKA et al., 2001; ICHIKI et al.,
2006).

2.6.6 Técnica de Transplante

Segundo o trabalho de Cépua (2009), que apresenta o primeiro relato de transplante de
medula éssea no Brasil, 0 animal deve ser submetido a um protocolo quimioterapico (no caso,
9 sessbes do protocolo CHOP), estar em remissdo clinico-hematologica completa e sua
medula deve estar livre de infiltracdo neoplésica. Nesse relato, ap0s as sessdes de
quimioterapia, foram realizadas as coletas de medula, de diferentes locais, através da técnica
de biopsia aspirativa. Foram coletados, simultaneamente, 10 mL em cada crista iliaca e
colocados em um frasco de vidro contendo heparina sbdica, sendo homogeneizado

seguidamente e filtrado ao final para retirar qualquer codgulo ou fragmento G6sseo. Em
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seguida, o contetdo foi transferido para uma bolsa de transfusdo sem anticoagulante e a bolsa
mantida em criopreservacéo.

Apobs a colheita iniciou-se, em trés fases, o processamento da bolsa contendo o aspirado
de medula. Em primeiro lugar, realizou-se o esgotamento dos eritrocitos, obtido pela adigédo
de amido hidroxietil, acelerando o processo de sedimentacdo das células vermelhas. O
segundo passo consistiu de deplecdo de plasma, onde a bolsa de medula éssea foi centrifugada
durante 15 minutos a 3000 rpm e 20 °C, seguido da transferéncia do plasma para a outra bolsa
de sangue. A terceira fase foi realizada em uma camara de fluxo laminar, sob condicdes
assépticas, onde todo o contetdo da bolsa de sangue foi aspirado com uma seringa de 60 mL e
transferido para uma bolsa adequada para congelamento. Uma mistura foi feita na bolsa vazia
consistindo de 40% de plasma aut6logo, 40% RPMI (RPMI 1640 meio - Sigma), e 20% de
DMSO (dimetilsulféxido). Este procedimento foi realizado em uma cuba com gelo para evitar
a reacdo exotérmica causada pelo DMSO o qual poderia danificar as células. A bolsa com a
mistura foi homogeneizada e o contetdo dela aspirado com uma seringa de 60 mL seguido da
transferéncia para uma bolsa de congelamento (CAPUA et al., 2009).

O mesmo autor refere que a bolsa deve ser descongelada em banho maria a 37°C para
ser reinfundida no paciente. O animal recepetor, recebe suporte fluido de 0,9% NaCl 30
minutos antes da infusdo e recebe mais duas horas de fluido ap6s o transplante. Os sinais
vitais devem ser monitorados durante o procedimento. O animal submetido ao tratamento foi
observado até o 360° dia ap6s o transplante e apresentou remisséo total do linfoma.

Segundo Sato (2011), um estudo comparativo entre coleta de medula por aspiracéo e
coleta de medula realizada através do método de perfusdo demonstrou, que este ultimo é
satisfatorio para o sucesso de um transplante. Este método baseia-se em perfundir solugéo
salina (0,9% NaCl) por um orificio na parte proximal do osso de elei¢cdo (Umero ou fémur), e
retirar 0 material com outra seringa (contendo o anticoagulante heparina) fixada na porcéao
distal do osso. O estudo indica que a técnica permite a obtencdo de maior quantidade de
células progenitoras no material coletado. Esta técnica permite a menor contaminacdo da
amostra com células T da circulacdo periférica, diminuindo a possibilidade de rejei¢do ap6s o
transplante.

Um problema severo associado com o transplante de medula Ossea é a falha na
qualidade do enxerto. A morte de animais, seguidos de complicacdes do transplante e
dificuldades na recuperacdo das células da medula dssea, pode variar de 15 a 45% dos

pacientes (APPELBAUM et al., 1984). O método de perfusdo pode prevenir este tipo de
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complicagdo, pois possui quantidade de células progenitoras maior do que em amostras
coletadas por aspiracdo (SATO et al., 2011).

2.7 Remissédo e Prognostico

Eventualmente, muitos cées que atingem a remissdo apresentam recidivas do linfoma.
Isso geralmente representa a emergéncia de clones tumorais que sdo mais resistentes a
quimioterapia que o tumor original. Outras causas para recidivas depois da quimioterapia
incluem dosagem e frequéncia inadequadas da administracdo do quimioterapico e falhas em
atingir a concentracdo do farmaco em certos sitios, como no sistema nervoso central. No
primeiro periodo de recorréncia, a reinducdo pode ser realizada com o mesmo protocolo
quimioterapico utilizado com sucesso na primeira inducdo. Uma taxa de reinducdo de
aproximadamente 90% pode ser esperada nos cées que completaram protocolos baseados no
CHOP. Se a reinducdo falhar ou o animal ndo responder bem ao primeiro protocolo, podem-
se usar agentes de resgate. Estas drogas ndo sdo utilizadas rotineiramente nos protocolos
padrdes, sendo reservadas nos casos de resisténcia. Os protocolos de resgate mais comuns
incluem actinomicina D, mitoxantrona, doxorrubicina (se nao fizer parte do protocolo inicial),
dacarbazina, lomustina, e L-asparginase. De maneira geral, as taxas de resposta ao protocolo
de resgate variam de 40 a 50%, mas estas respostas normalmente ndo sdo duraveis (VAIL &
YOUNG, 2007).

O prognostico para cdes com linfoma varia e depende de vérios fatores, como a
localizagdo da doenca; a extensao da doenca (o estadiamento clinico); a presenca ou auséncia
de sinais clinicos (subestagio); o grau histoldgico; a imunofenotipagem (células B ou T, ou
ambos, ou nulo); exposicdo a quimioterapia prévia ou corticosterdides; processos de morte
celular alterados (apoptose); a taxa de proliferacdo do tumor; a presenca de problemas
médicos concomitantes ou sindromes paraneoplasicas (hipercalcemia, perda de peso e
insuficéncia hepatica); e possivelmente o género do animal acometido. Embora o linfoma
canino seja raramente curavel (menos de 10% dos casos), uma boa resposta e qualidade de
vida durante os periodos de remissdo sao atingidos (VAIL & YOUNG, 2007).

O grau histologico de malignidade parece ser o indicador prognostico mais confiavel,
com tumores de alto grau obtendo consistentemente respostas mais pobres. Tumores de alto
grau, pela classificacdo de Kiel, tém capacidade reduzida de resposta completa e intervalos

livres de doenca mais curtos; tumores de alto grau pela classificagcdo da Working Formulation
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obtiveram tempo de sobrevida mais curto. O fen6tipo de célula T também é importante e
demonstra prognostico pobre, apesar do grau histolégico (MORRIS & DOBSON, 2007). Os
animais com grau | ou Il respondem melhor a terapia e, consequentemente, apresentam um

prognostico mais favoravel que os com doenca mais avancada (VAIL & YOUNG, 2007).
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4 CONCLUSAO

Ao longo do trabalho foram abordados a fisiopatologia do linfoma, meios de
diagnostico e os métodos de tratamento, inclusive discutindo sobre metodologias avancadas
de tratamento na medicina veterinaria. O linfoma é uma das neoplasias mais comuns vistas na
clinica veterinéria e por esse motivo, destaca-se a importancia da imunofenotipagem e o
estadiamento do linfoma para apartir destas informacg6es, construir o tratamento correto e
mais efetivo.

A coleta de medula dssea mostra-se como ferramenta fundamental no estadiamento e no
reconhecimento da neoplasia em pacientes afetados sendo de extrema importancia que a
técnica de coleta seja precisa e acarretando em menos desconforto ao paciente. A citologia e a
histologia sdo passos muito importantes para a realizacdo do diagndstico e instituicdo do
progndstico. Elas servem como testes de triagem para a aplicagdo da imunohistoquimica e da
citometria de fluxo que determinam o fendtipo e o grau de malignidade do linfoma.

O transplante de medula 6ssea é um grande avanco no tratamento dessa neoplasia.
Apesar de ja ser conhecido na medicina veterinaria desde a década de 80, ele tem muito a ser
desenvolvido e explorado, pois é pouco realizado no Brasil. para que possa ser difundida no
pais € necessaria a capacitacdo através e cursos e integraces profissionais que aplicam o
método de transplante rotineiramente, para que haja aperfeicoamento e treinamento. Apesar
do alto custo do procedimento, pode-se encontrar proprietarios que estejam dispostos a
custear esse tipo de tratamento com objetivo de propiciar melhor qualidade de vida ao seu
animal de estimacao.

Apesar da grande quantidade de informagdes que existe sobre o assunto, muitos estudos
ainda devem ser realizados em torno da etiologia e da fenotipagem do linfoma no pais.
Quanto mais conhecimento o médico veterindrio agregar, melhor serd o diagnostico e o

tratamento aplicado aos pacientes resultando em maior sobrevida destes animais.
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