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Resumo

O linfoma canino € uma das doengas neoplasicas diagnosticadas com maior
frequéncia no céo, sendo considerada uma das trés neoplasias mais comuns nesta espécie.
Uma das ferramentas de diagndstico disponiveis para os medicos veterinarios é a
imunofenotipagem. O imunofendtipo do linfoma, que pode ser B ou T, € um fator de
prognéstico forte, servindo para prever o desenvolvimento clinico da doenga. Varios estudos
identificaram o imunofendtipo T como sendo o mais agressivo, apresentando uma taxa de
resposta a quimioterapia, duragcao da resposta, periodo de remissao e sobrevida inferiores ao

imunofendtipo B.

Este estudo retrospetivo pretendeu investigar a influéncia do imunofenétipo na
escolha do protocolo terapéutico e outcome clinico em caes com linfoma canino. O estudo,
realizado com informacao recolhida no ARHV, analisou retrospetivamente vinte e nove casos
de cdes entre janeiro de 2018 e junho de 2023, com historial clinico documentado, um
diagnéstico de linfoma, imunofenotipagem realizada e com, no minimo, quatro sessbes de
quimioterapia realizadas. Com os dados recolhidos, foi construida uma base de dados e

realizada a sua analise estatistica.

A maioria dos linfomas era de imunofenétipo B (n=24, 82,8%), sendo os restantes
(n=5, 17,2%) de imunofendtipo T. Apesar de ndo ser estatisticamente significativo, os caes
com linfoma de imunofendtipo B apresentaram, em média, um tempo de sobrevida superior

aos de imunofendtipo T.

Apenas 8 caes (27,6%) comegaram um protocolo quimioterapico apos a realizagéo
da imunofenotipagem, com os restantes 21 (72,3%) a iniciarem um protocolo antes de
saberem o imunofendétipo do linfoma. O CHOP foi o tratamento mais utilizado como primeira
abordagem em mais de 90% dos casos (n=27, 93,1%). Os restantes protocolos utilizados
como primeira abordagem foram o LOP (n=1, 3,4%) e um protocolo constituido por lomustina,

prednisona ou prednisolona (LP) (n=1, 3,4%).

Dos 21 caes, apenas 3 (14,3%) sofreram uma alteragdo do protocolo depois de
saberem o imunofendtipo. Destes 3, 2 (66,6%) eram de imunofendtipo T, nao sendo, no

entanto, a correlagao estatisticamente significativa.

Foi obtida uma correlagdo positiva entre o imunofendtipo e célcio ionizado

aumentado no momento do diagnéstico, que corresponde ao descrito na literatura.

Até a data desta dissertac&o, ndo existiam estudos a demonstrar um possivel impacto
positivo ou negativo do imunofendtipo na alteragado do protocolo, sendo esta dissertagao o

primeiro estudo sobre este tema. O tamanho da amostra foi a limitagao principal deste estudo



e, apesar de néo ter sido obtida uma correlacéo positiva entre o imunofenétipo e a alteracéo
do protocolo terapéutico, este € um tema que requer investigagcdes adicionais. Sem estudos
prospetivos significativos que avaliem protocolos alternativos em imunofendétipos especificos,
em particular o T, a imunofenotipagem irad continuar a servir principalmente como ferramenta
de progndéstico no desenvolvimento oncolégico, em vez de uma ferramenta com influéncia nas

decisoes do tratamento.

Palavras-chave: linfoma canino; imunofenotipagem; outcome clinico; protocolo terapéutico;

oncologia veterinaria.



Abstract

Canine lymphoma is one of the most frequently diagnosed neoplastic diseases in
dogs, being considered one of the three most common neoplasms in this species.
Immunophenotyping is one of the diagnostic tools available to veterinarians. The
immunophenotype of lymphoma, which can be B or T, is a strong prognostic factor, helping
predict the clinical development of the disease. Several studies have identified the T
immunophenotype as the most aggressive, showing a lower response rate to chemotherapy,
shorter response duration, remission period, and survival compared to the B

immunophenotype.

This retrospective study aimed to investigate the influence of the immunophenotype
on the choice of therapeutic protocol and clinical outcomes in dogs with canine lymphoma. The
study, conducted using information collected from the ARHV, retrospectively analyzed twenty-
nine cases of dogs between January 2018 and June 2023, with documented clinical history, a
diagnosis of lymphoma, immunophenotyping testing performed, and a minimum of four
chemotherapy sessions. A database was constructed with the collected data, and statistical

analysis was performed.

The majority of lymphomas were of the B immunophenotype (n=24, 82.8%), with the
remaining cases (n=5, 17.2%) being of the T immunophenotype. Although not statistically
significant, patients with B immunophenotype lymphoma had, on average, a longer survival

time than those with T immunophenotype.

Only 8 dogs (27.6%) started a chemotherapy protocol after immunophenotyping,
while the remaining 21 (72.3%) initiated a protocol before knowing the lymphoma's
immunophenotype. CHOP was the most commonly used chemotherapy protocol as first
approach in over 90% of cases (n=27, 93.1%). The remaining protocols used as first approach
were LOP (n=1, 3.4%) and a protocol consisting of lomustine, prednisone or prednisolone (LP)
(n=1, 3.4%).

Out of the 21 patients, only 3 (14.3%) underwent a protocol change after knowing the
immunophenotype. Of these 3, 2 (66.6%) had a T immunophenotype, although the correlation

was not statistically significant.

A positive correlation was found between the immunophenotype and increased

ionized calcium at the time of diagnosis, consistent with the literature.

As of the date of this dissertation, there were no studies demonstrating a possible
positive or negative impact of the immunophenotype on protocol changes, making this

dissertation the first study on this topic. The sample size was the main limitation of this study,



and despite not obtaining a positive correlation between immunophenotype and changes in
the therapeutic protocol, this is a subject that requires further investigation. Without significant
prospective studies evaluating alternative protocols in specific immunophenotypes, particularly
T, immunophenotyping will continue to primarily serve as a prognostic tool in oncological

development rather than a tool influencing treatment decisions.

Keywords: canine lymphoma; immunophenotyping; clinical outcome; therapeutic protocol;
veterinary oncology.
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I. Descricao do estagio curricular

O estagio curricular no ambito do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, da
Universidade Lusdéfona — Centro Universitario de Lisboa, compreendeu um periodo de 5
meses, tendo decorrido no AniCura Restelo Hospital Veterinario (ARHV), situado na Rua
Gregorio Lopes 1513 Loja E, no Restelo, em Lisboa. Inaugurado em 2002, este € um centro
veterinario de referéncia a nivel nacional, aberto 24 horas por dia durante o ano inteiro, com
servico de urgéncia assegurado diariamente. As areas de especialidade deste hospital
incluem Cirurgia, Cardiologia, Dermatologia, Doeng¢as Infetocontagiosas, Endoscopia,
Exdticos, Fisioterapia, Gastroenterologia, Imagiologia, Medicina Interna, Medicina Alternativa,
Neurologia, Odontologia e Oftalmologia, incluindo ainda modalidades de diagndstico como
laboratério de analises interno, tomografia computorizada (CT) e ressonancia magnética
(MRI). A escolha do ARHV como local de estagio deveu-se ao fato do hospital ser uma
referéncia a nivel nacional em diversas areas, inclusivamente com uma diplomada em
medicina interna pelo colégio europeu nos seus quadros. Além da sua equipa multidisciplinar,
permitindo ao hospital prestar cuidados médicos de exceléncia, o hospital possui uma grande
casuistica oncolégica e uma equipa de oncologia dedicada, composta por médico veterinarios
especializados em oncologia e por enfermeiros. Estes dois fatores foram determinantes na

escolha deste hospital como local de estagio.

O autor esteve sob a orientagcdo e supervisdo da Dr? Patricia Lopes, médica
veterinaria do ARHV, maioritariamente no servigo de Oncologia e Imagiologia. O estagio teve
inicio no més de outubro de 2022, terminando em fevereiro de 2023, compreendendo uma
carga horaria superior a 700 horas, normalmente repartida em turnos diarios de 8 horas,
correspondendo a 40 horas semanais, com quatro folgas por duas semanas e num regime de

rotacdo nos varios servigos do hospital.

A realizagcdo do estagio no ARHV ofereceu a oportunidade de desenvolver o
conhecimento tedrico e pratico em Oncologia, assim como em outras especialidades, com
médicos veterinarios especializados nessas areas, e colocar em pratica os conhecimentos
aprendidos ao longo do curso de medicina veterinaria, tanto na area da Oncologia, como nas

restantes.

Durante o estagio, o autor acompanhou as varias especialidades e servigos do centro
ARHV. A cada duas semanas, o autor escolhia um médico veterinario ou especialidade para
acompanhar durante, normalmente, as duas semanas seguintes, acompanhado o médico
veterinario durante o seu horario completo e todas as suas funcdes. Isto poderia compreender
apenas consultas, ou, dependendo do médico veterinario ou especialidade, também

compreendia procedimentos mais especificos, com ou sem consultas.
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Nas consultas de especialidade de Oncologia, foram realizadas pun¢des aspirativas
por agulha fina (PAAF) e consequente preparacao laboratorial e interpretacdo microscopia,
imagiologia, nomeadamente ecografia e radiografia, estadiamento oncologico, e
eletroquimioterapia. As sessdes de imagiologia, especificamente ecografia, complementadas
por semanas adicionais a acompanhar um médico veterinario exclusivamente em ecografia,
permitiram ao autor ter mais contato com uma maior variedade de casos clinicos oncologicos,
aumentando assim a casuistica observada nesta area, assim como colocar em pratica os
conhecimentos ecograficos adquiridos ao longo do Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria e estagios realizados, com posterior discusséo clinica com o médico veterinario
responsavel. Nas consultas de enfermagem, o autor auxiliou os médicos veterinarios e
enfermeiros oncolégicos em sessbes de quimioterapia. Estas sessdes incluiam tutoria
relativamente a manipulacdo dos agentes quimioterapicos, calculos e administragdo, e
cuidados gerais e especificos nas sessdes de quimioterapia. Durante os meses de estagio,
foi possivel observar uma variedade de casos clinicos de espécies de companhia,

nomeadamente caes e gatos, mas também casos esporadicos de exoticos, como furdes.

A casuistica apresentada refere-se aos casos clinicos observados durante o estagio.
Como o mesmo animal podia apresentar-se no hospital veterinario por motivos diferentes, os
casos eram abordados em varias especialidades, resultando em um numero de consultas
superior ao numero de animais observados. A Figura 1 representa a distribuicdo de animais
acompanhados, divididos em cdo, gato e exdéticos. E possivel observar que a espécie canina
foi a mais observada pelo autor durante o seu estagio no ARHV, seguida da espécie felina e,

por ultimo, animais classificados como exaticos.

0,2%

40,4%

59,4%

= Cado = Gato = Exoéticos

Figura 1 - Distribuicdo dos animais observados

16



Durante o periodo de estagio, o autor teve a oportunidade de assistir a consultas nas
diversas areas do centro veterinario, estando a sua distribuigéo representada na Figura 2. O
ARHV é um hospital veterinario de referéncia a nivel nacional em varias das suas
especialidades, incluindo Oncologia, a area de interesse principal do autor. Tendo isto em
conta, os valores percentuais apresentados, nomeadamente em Oncologia, Imagiologia e
Medicina Interna, perfizeram uma componente consideravel do estagio do autor, como era
expetavel, tendo em conta que estas trés areas estdo interligadas e os médicos veterinarios
dessas especialidades acabam por trabalhar em ambas as areas, especialmente Oncologia e

Imagiologia.

12,20% 2,44% 4 88%

4,88% = Cardiologia
4.88% ) = Cirurgia
7,32% = Dermatologia
Fisioterapia
= Imagiologia

= Medicina Interna

19,51% = Neurologia
19,51% .
° = Oftalmologia
= Oncologia
= Ortopedia
4,88% énci
= Urgéncias

9,76% 9,76%

Figura 2 - Distribuicdo das diferentes especialidades observadas

A oportunidade de estagiar no ARHV foi uma oportunidade enriquecedora, tanto
academicamente como pessoalmente. A equipa do ARHYV, assim como os colegas estagiarios,
foram importantes no enriquecimento tedrico, pratico e pessoal, existindo um ambiente

agradavel que amplificava a vontade de aprender do autor.
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ll. Dissertacao de mestrado

1. Introducgao

1.1. Introducgéao ao linfoma canino

O linfoma, também conhecido por linfoma maligno ou linfossarcoma, é uma das
doengas diagnosticadas com maior frequéncia no cao, e inclui um grupo diverso de neoplasias
com origem comum, os linfocitos. Apesar de poderem surgir em quase todos os tecidos
corporais, originam-se normalmente dos tecidos linféides, como os ganglios linfaticos (GL),
baco e medula 6ssea (Vail et al., 2020; Zandvliet, 2016). Esta neoplasia representa 7 a 24%
das neoplasias caninas e 80% das neoplasias hematopoiéticas, nesta espécie (Kaiser, 1990,
citado por Vail et al.,, 2020; Valli et al., 2017). Apesar de ndao se conhecer a verdadeira
incidéncia do linfoma canino, pois a maioria dos casos nao sao reportados, o consenso atual
€ que o linfoma é a neoplasia hematopoiética mais comum no cao, e uma das trés neoplasias

caninas mais comuns (D. Seelig et al., 2016).

1.2. Epidemiologia do linfoma canino

A incidéncia anual do linfoma canino encontra-se estimada entre os 13 a 114 caes
por cada 100 000 caes em risco. O diagnéstico pode ocorrer em qualquer idade, com clara
predisposi¢cao para caes de meia-idade a geriatricos, embora os caes com linfoma de tipo T
sejam geralmente mais novos (Ernst et al., 2016; Zandvliet, 2016). Estima-se que em caes
com menos de 1 ano de idade a incidéncia seja 1.5 caes por cada 100 000 caes, enquanto
em caes entre os 10 e 11 anos seja 84 caes por 100 000 caes (Argyle et al., 2008; Boerkamp
et al., 2014; Dobson et al., 2002; Merlo et al., 2008).

A incidéncia desta doenga tem aumentado nos ultimos anos, fendmeno também
observado nos humanos, sendo possivel hipotetizar que existem fatores de risco ambientais
comuns para as duas espécies (Cartwright et al., 1999; Howlander et al., 2012; Pastor et al.,
2009). Outra carateristica partilhada entre as duas espécies € a similaridade entre o linfoma
nao-Hodgkins e o linfoma canino, como a apresentagao clinica, subtipo mais comum, com o
linfoma difuso de células grandes B a ser o mais comum em ambas as espécies, tratamento
e consequente resposta. Normalmente, o cdo desenvolve um linfoma multicéntrico agressivo

de alto grau, comparavel com o linfoma humano nao-Hodgkins.

No desenvolvimento de farmacos antitumorais, uma componente critica é a
demonstragao da eficiéncia do farmaco num modelo in vivo. Em comparagdo com os ensaios

clinicos em humanos, as vantagens destes em caes incluem uma menor regulagao, um
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desenvolvimento neoplasico mais rapido, intervalos de remissdo mais curtos e ensaios
clinicos mais rapidos, além das carateristicas patoldgicas da doenga partilhadas entre as duas
espécies. Estes fatores fazem com que o cdo seja bom modelo esponténeo de doenca para

o linfoma humano ndo-Hodgkins (Marconato et al., 2013; Teske, 1994).

Relativamente a predisposigao racial, existe uma maior apresentacdo em racgas de
médio e grande porte, quando comparadas com as de pequeno porte. Apesar de ainda se
desconhecer a causa, teoriza-se que esta relacdo se deva a suscetibilidade genética em
certas racas de maior porte (Edwards et al., 2003; Teske, De Vos, et al., 1994; Villamil et al.,
2009; Zandvliet, 2016). As racas com maior incidéncia reportada sdo o Boxer, o Bullmastif, o
Basset Hound, o Sao Bernardo, o Terrier Escocés, o Airedale, o Pitbull, o Briard, o Setter
Irlandés, o Rottweiler e o Bulldog. Pelo contrario, o Dachshund e o Lulu da Pomerénia
obtiveram um menor risco reportado (Argyle et al., 2008; Edwards et al., 2003; Ernst et al.,
2016; Vail et al., 2020). Também foi reportado o surgimento de linfoma em familias caninas
das racas Rottweiler e Scottish Terrier, sendo este mais um possivel argumento para uma
predisposicao racial (Lobetti, 2009; Teske, De Vos, et al., 1994). A componente genética
também ganha destaque devido a sua aparente influéncia no imunofendtipo, o que acaba por

apoiar a tese de influéncia genética (Modiano et al., 2005; Pastor et al., 2009).

Nao aparenta existir predisposicdo sexual no desenvolvimento de linfoma, embora
as fémeas nao-esterilizadas aparentem apresentar um menor risco. Pelo contrario, foi
sugerido que uma esterilizagao precoce, antes de 1 ano de idade, aumenta o risco de linfoma
nas ragas Golden Retriever e Vizsla (Torres De La Riva et al., 2013; Villamil et al., 2009; Zink
et al., 2014). Hipotetiza-se que a causa desta possivel correlagéo seja similar a observada em
humanos (Zandvliet, 2016).

1.3. Etiologia do linfoma canino

Nao existe propriamente uma causa definitiva de linfoma canino, sendo a sua
etiologia maioritariamente desconhecida e com provaveis multiplos fatores envolvidos na
carcinogénese. Contudo, existem fatores de risco que aumentam a probabilidade de

desenvolver esta doenga (Vail et al., 2020; Zandvliet, 2016).

1.3.1. Fatores ambientais

Existem fatores de risco ambientais comprovados que influenciam o risco de
desenvolvimento de linfoma canino. Estes incluem viver em areas industriais, perto de

incineradoras de lixo, locais radioativos ou poluidos, exposi¢cao a quimicos caseiros, campos
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magnéticos e fumo de tabaco (Gavazza et al., 2001; Hayes et al., 1991; Marconato et al.,
2009, 2009; Pastor et al., 2009; Pinello et al., 2017; Reif et al., 1995; Takashima-Uebelhoer et
al., 2012). Um estudo europeu avaliou as variaveis existentes de uma residéncia numa zona
industrial e na utilizagdo de quimicos, nomeadamente tintas ou solventes. Estas variaveis
aumentaram, de forma modesta, o risco de desenvolvimento de linfoma, embora n&o tenha

sido encontrada uma relagdo com o uso de pesticidas (Gavazza et al., 2001).

1.3.2. Fatores genéticos e moleculares

Em cancros humanos existe uma sobrerrepresentacao de genotipos defeituosos,
especialmente da enzima glutationa S-transferase (GST) e GST teta 1 (GSTT1). Dos varios
GSTT1 identificados no céo, um gendtipo foi identificado em 18% de todos os casos de linfoma
canino (Ginn et al., 2014; Zandvliet, 2016).

Outro fator genético resulta da pior capacidade de reparacdo de danos no acido
desoxirribonucleico (DNA) devido a stress oxidativo ou radiacdo. Como resultado, o risco de
desenvolvimento de doencgas neoplasicas aumenta. Observou-se em populacdes de Golden
Retriever's, com linfoma canino, que estes possuiam uma menor capacidade de reparacao de
DNA quando comparados com uma populacao de Golden Retriever's e caes de raga indefinida
sem linfoma canino. Estes sujeitos apresentaram uma sensibilidade cromossémica superior,
sugerindo assim uma deficiéncia na reparacdo de DNA e, consequentemente, um aumento

do risco de desenvolvimento de linfoma (Thamm et al., 2013).

A maioria das anomalias genémicas no linfoma canino ocorrem com os cromossomas
13 e 31 (Hahn et al., 1994; Thomas et al., 2011). Apesar da trissomia 13 ser comum em
linfomas, também é observado em outras neoplasias, sugerindo um papel na progressao
tumoral geral, em vez de existir uma especificidade para o linfoma canino (Thomas et al.,
2009; Winkler et al., 2006).

O proto-oncogene c-kit € um fator importante de proliferagcdo, sobrevivéncia e
diferenciagéo em células estaminais hematopoiéticas. Apesar de apresentar uma expressao
normalmente baixa em linfomas caninos, um aumento deste proto-oncogene foi observado

em alguns linfomas de tipo T de alto grau (Giantin et al., 2013).

O gene p53 é um gene supressor tumoral. A ocorréncia de mutagbes neste gene é
relativamente rara em linfomas caninos, embora a sua expresséo aparentemente seja mais
comum em animais mais velhos, linfomas de alto grau e possivelmente linfomas de tipo T
(Sueiro et al., 2004; Tomiyasu, Goto-Koshino, et al., 2010; Veldhoen et al., 1998).
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O aumento da fosforilagdo do retinoblastoma e consequente ativacdo da Cinase 4
dependente de Ciclina (CDK4) é comum em linfomas de tipo T de alto grau, possivelmente
como resultado da dele¢cdo que ocorre no gene p16 ou perda do cromossoma 11,
hipermetilagcdo dailha CpG do gene p16 e delecao do locus p15-p14-p16 (Fosmire et al., 2007;
Fujiwara-lgarashi et al., 2014).

A desregulacdo da expressao do inibidor da via do fator tecidular 2, uma proteina
codificada pelo gene Inibidor da Via do Fator Tecidual 2 (TFPI-2), foi identificada na maioria

dos linfomas de tipo B de alto grau (Ferraresso et al., 2014).

1.3.3. Fatores imunolégicos

Associa-se a caes com linfoma uma fungdo imunitaria comprometida, podendo esta
desempenhar um papel na linfomagénese. A observacao de alteragdes imunitarias, tais como
a trombocitopenia imunomediada, esta associada a um risco aumentado de desenvolvimento
de linfoma (Foster et al., 2000; E. T. Keller, 1992). Nos humanos, a imunossupressao, doengas
autoimunes ou desordens imunodeficientes aumentam o risco de desenvolvimento de linfoma
(E. T. Keller, 1992)

Os farmacos imunomoduladores também podem aumentar o risco de linfoma.
Blackwood et al. (2004) reporta um caso de um cao que desenvolveu linfoma apds tratamento
com ciclosporina. Outro estudo sugeriu uma associagao entre imunodesregulagdo em caes
com dermatite atdpica e risco de desenvolvimento de linfoma epiteliotréfico T. Contudo, nao
se sabe se este desenvolvimento se encontrava associado a dermatite atopica ou aos
farmacos imunomoduladores utilizados no seu tratamento (Santoro et al., 2007). A incidéncia
de linfoma em caes com uma terapéutica de oclacitinib (Apoquel ®) foi alvo de estudo apés o
estudo previamente referido ter sugerido uma relagdo entre cdes com dermatite atdpica e
linfoma. De acordo com o estudo de Lancellotti et al., (2020), onde se comparou a utilizagdo
de oclacitinib com outras terapias alérgicas, a incidéncia de linfoma n&o se desviou

significativamente entre o grupo sujeito a oclacitinib e o de controlo.

1.3.4. Fatores infeciosos

A existéncia de fatores infeciosos encontra-se em constante estudo. Apesar da
tentativa de comparacao entre a medicina humana e a medicina veterinaria, ndo tém sido
encontradas associac¢des entre fatores infeciosos nos humanos e linfoma canino, como o virus

Epstein-Barr e Helicobacter sp. (Alves et al., 2015; Milman et al., 2011).
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A ocorréncia de alteragbes da microbiota do trato digestivo aparenta estar implicada
na suscetibilidade a certos tipos de tumores (Vail et al., 2020). Um estudo demonstrou que os
caes com linfoma possuiam uma microbiota fecal diferente do grupo de controlo, embora ndo

se tenha identificado uma relagdo de causa-efeito (Gavazza et al., 2018).

1.4. Classificagao

A classificagdo do linfoma tem como base a localizacdo anatdmica, o critério
histolégico e as caracteristicas imunofenotipicas. As formas anatémicas de linfoma mais
comuns sdo a multicéntrica, alimentar ou gastrointestinal, mediastinica e cutédnea. Existem
ainda formas extranodais primarias que podem ocorrer em qualquer local do corpo fora do
sistema linfatico. Estes locais incluem a pele, os olhos, o sistema nervoso central, a medula

éssea, o coracgao, a bexiga e a cavidade nasal, entre outros (Vail et al., 2020).

1.4.1. Forma multicéntrica

A forma multicéntrica ocorre em mais de 80% dos caes, sendo esta a apresentacao
clinica mais frequente do linfoma canino. A sua caracteristica mais comum ¢é a presenca de

linfadenopatia periférica (Ponce et al., 2010; Vail et al., 2020; Vezzali et al., 2010).

1.4.2. Forma alimentar

A forma alimentar é pouco frequente, representando 5 a 7% dos casos de linfoma.
Esta forma de linfoma pode ser focal, embora seja mais frequente o envolvimento de varios
segmentos do trato gastrointestinal, que se apresentam com a parede espessada,
encurtamento do lumen e, com alguma frequéncia, ulceragédo da mucosa (C. G. Couto et al.,
1989; Ozaki et al., 2006). Histologicamente, existe infiltracdo de linfécitos neoplasicos na
mucosa e submucosa, com ocasional infiltragdo transmural. O figado e os GL locais

encontram-se ocasionalmente envolvidos de forma secundaria (Vail et al., 2020).

E possivel observar doenga inflamatéria intestinal linfoplasmocitaria (DII-LP)
adjacente ou distante do tumor primario. Por vezes, é dificil diferenciar histologicamente entre
a DII-LP e o linfoma alimentar. Foi sugerido que a DII-LP possa ser uma alteragao pré-

linfomatosa do trato gastrointestinal (Vail et al., 2020).

Existem poucos estudos que identificam o imunofendtipo de linfomas alimentares.
Antigamente, assumia-se que eram provavelmente linfomas de tipo B, mas, recentemente, foi

sugerido que a maioria dos linfomas alimentares provém de células T e que demonstram
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frequentemente epiteliotropismo (K. M. Couto et al., 2018; Coyle & Steinberg, 2004; Ozaki et
al.,, 2006; Vail et al., 2020). Em relacdo a predisposicdo racial, ndo aparenta existir
predisposicdo para determinado sexo, idade ou raca, embora as racas Boxer e Shar-pei
estejam sobrerrepresentados neste tipo de linfoma (Coyle & Steinberg, 2004; Steinberg et al.,
1995).

Uma sindrome paraneoplasica comum nesta forma de linfoma é eosinofilia local ou
sistémica (Marchetti et al., 2005; Ozaki et al., 2006).

1.4.3. Forma mediastinica

A forma mediastinica, também conhecida por timica, ocorre em 5% dos casos € é
mais comum em caes novos, com a grande maioria dos casos a serem de tipo T. A principal
caracteristica é a linfadenopatia dos linfonodos mediastinais craniais, timo, ou ambos (Day,
1997; Fournel-Fleury et al., 2002; Vail et al., 2020).

Os sinais clinicos incluem dispneia, devido ao efeito massa ou efusdo pleural,
sindrome da veia cava (cranial), devido a uma massa mediastinica que restringe o retorno
venoso ao coracao, e poliuria e polidipsia, devido a hipercalcemia, sendo esta forma de
linfoma a que mais vezes é acompanhada com esse disturbio (Vail et al., 2020; Zandvliet,
2016). Num estudo com uma populacéo de 37 caes com linfoma associado a hipercalcémia,
16 tinham linfoma mediastinico (Rosenberg et al., 1991). Esta é também a forma mais
tipicamente associada ao imunofenétipo T (E. L. Moore et al.,, 2018; Reeve et al., 2020;
Ruslander et al., 1997).

1.4.4. Forma cutinea

A forma cutanea pode ser solitaria ou generalizada, sendo normalmente classificada
como linfoma epitéliotropico, tendo origem a partir das células T. Também pode ser
classificada como nao-epitéliotropica. Esta forma-se a partir de um sé ou multiplos nédulos,
ou placas dérmicas ou subcuténeas (Fontaine et al., 2010; Gross et al., 2005; P. F. Moore et
al., 2013). Além destes dois tipos de linfoma cutaneo, também foi descrita uma forma rara
onde inicialmente a doenca se pode encontrar limitada a pele, mas, posteriormente, outros
sinais clinicos, como linfadenopatia, leucemia ou envolvimento de 6rgaos internos, podem
ocorrer. Na circulagao periférica é possivel observar células T grandes com nucleos bilobados
ou dobrados. Nos humanos este estadio da doenga € denominado de sindrome Sézary
(Foster et al., 1997; Magnol et al., 1996).
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1.4.5. Forma indolente

A prevaléncia real deste tipo de linfoma é desconhecida, embora se estime que varie
entre os 5,3 a 29%. Este tipo de linfoma é caracterizado por um desenvolvimento indolente e
resposta incompleta a protocolos baseados em Ciclofosfamida, Hidroxidaunorrubicina
(Doxorrubicina), Oncovin® (Vincristina), Prednisona ou Prednisolona (CHOP). Contudo,
apresenta um tempo de sobrevida superior sem uma terapéutica agressiva (Fournel-Fleury et
al., 1997; Ponce et al., 2010; Vail et al., 2020; Valli et al., 2011; Vezzali et al., 2010). A maioria
dos caes com linfoma indolente acaba por viver uma vida praticamente normal em termos de
longevidade, morrendo de causas nao relacionadas com linfoma (Vail et al., 2020). Varios
estudos preliminares mostram que os caes afetados por este tipo de linfoma apresentam um
apetite e atividade normal, inclusivamente durante estadios avancados. Apresentam também
um tempo de sobrevida superior com terapia limitada, ou mesmo sem terapia (Flood-Knapik
et al., 2013; Valli et al., 2013).

Em relacdo ao tratamento, enquanto a presenga do linfoma nao tiver efeito na
qualidade de vida ou resultar em mieloptise significativa, o recomendado € a vigilancia. Caso
seja necessario realizar tratamento, utilizam-se protocolos mais conservadores, como
clorambucil ou ciclofosfamida, associados a prednisona. O objetivo do plano terapéutico é

controlar o linfoma (Vail et al., 2020).

1.5. Classificagao histolégica

O linfoma surge da expanséo clonal de linfécitos com caracteristicas morfolégicas e
imunofenotipicas distintas. E importante determinar o grau histolégico dos linfomas, em baixo,
intermédio ou alto grau, assim como a arquitetura, em difusa ou nodular/folicular. A
determinagao do imunofenétipo também € importante para determinar o subtipo (Vail et al.,
2020). Atualmente, a classificagdo histoldgica segue o sistema da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), que incorpora critérios anatdomicos, morfolégicos (citologia e histologia) e

imunofenotipicos (B ou T).

A utilizagado deste tipo de classificagao permite um diagndstico mais preciso, assim
como uma melhor adaptagao do protocolo terapéutico e melhor correlagado entre o subtipo e
o prognostico (Ponce et al., 2010; Vail et al., 2020; Valli et al., 2013). No sistema da OMS,
cada subtipo de linfoma é classificado como uma doenga distinta, sendo esta classificagéo
atribuida conforme as caracteristicas do linfoma, como o comportamento bioldgico (Valli et al.,

2013). A forma histolégica mais comum do linfoma canino é o linfoma de células B difuso, de
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alto grau. Apenas 5,3 a 29% dos casos sao considerados de baixo grau (Vail et al., 2020; Valli
et al., 2011, 2013; Vezzali et al., 2010).

1.6. Diagnéstico
1.6.1. Historial e sinais clinicos

A maioria dos caes apresenta-se sem historial e sinais clinicos graves de doenca
sistémica, embora existam varios sinais clinicos ndo especificos que podem acompanhar o
linfoma, tais como, anorexia, perda de peso, emese, diarreia, emaciagao, ascite, dispneia,
polidipsia, poliuria e febre. A presenca de polidipsia e poliuria € comum em caes com
hipercalcemia de malignidade. Os caes com linfoma de tipo T tém uma maior probabilidade

de apresentarem sinais sistémicos (Vail et al., 2020).

Os sinais clinicos associados ao linfoma canino sao variaveis, dependendo da sua
extensao e localizacao. A forma multicéntrica é caracterizada pela presenga de linfadenopatia
periférica generalizada. Os GL afetados sdo, normalmente, indolores e discretos. A
linfadenopatia pode ainda estar associada a hepatoesplenomegalia e envolvimento da medula
6ssea. Também ¢é possivel identificar a presenga de sinais clinicos relacionados com
discrasias sanguineas, que sao secundarias a infiltragdo tumoral da medula éssea ou anemia,
trombocitopenia ou neutropenia paraneoplasica. Os sinais clinicos destas discrasias

sanguineas incluem febre, sepsis, anemia e hemorragia (Vail et al., 2020).

Os caes com linfoma gastrointestinal apresentam-se normalmente com sinais
especificos do trato gastrointestinal, como diarreia, emese, perda de peso e ma absorgao,
podendo existir envolvimento dos GL mesentéricos, do bago e do figado (K. M. Couto et al.,
2018; Gieger, 2011; Lane et al., 2018; Sogame et al., 2018).

A forma mediastinica é caracterizada pelo aumento das estruturas mediastinicas
craniais e/ou do timo. Os sinais clinicos estdo associados a extensao do linfoma, podendo
resultar em dificuldades respiratérias, ou polidipsia e poliuria devido a hipercalcemia
associada. Em casos avangados, os cades apresentam-se com dificuldades respiratérias
devido a compressao tumoral ou com invasado da veia cava cranial, apresentando-se também
com derrame pleural e intolerancia ao exercicio fisico. Estes caes podem ainda apresentar-
se com sindrome pré-caval, ou sindrome da veia cava cranial, dificultando o retorno venoso
ao coragao, com consequente edema da cabega, do pescogco e membros (Vail et al., 2020;
Zandvliet, 2016).

No caso de linfomas extranodais, os sinais clinicos dependem do érgao envolvido

(Vail et al., 2020). O linfoma cuténeo pode ser mucocutaneo, cutaneo, ou ambos, e as lesbes
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podem ser solitarias, generalizadas ou multifocais (Fontaine et al., 2009, 2010; P. F. Moore et
al., 2013). Pode ocorrer envolvimento extracutdneo, sendo na maioria das vezes em ganglios

linfaticos, baco, figado e medula éssea (Vail et al., 2020).

Os caes com linfoma do sistema nervoso central podem apresentar envolvimento
multifocal ou solitario. A maioria dos casos envolvendo extensido secundaria para o sistema
nervoso central (SNC) possui imunofendétipo B e tem localizagdo meningeal, perivascular ou
periventricular. Pelo contrario, os linfomas de tipo T tém maior predisposi¢ao para afetar os
nervos periféricos. Os sinais clinicos sdo variados e incluem convulsdes, défices
propriocetivos, paralisia e paresia (Fonti et al., 2023; LaRue et al., 2018; Sisé et al., 2017; Vail
et al., 2020).

O linfoma ocular é caracterizado por infiltracado e espessamento da iris, uveite,
hipépion, hifema, sinequia posterior e glaucoma. Tipicamente, este tipo de linfoma é
secundario a um linfoma multicéntrico, embora, numa compilacdo de 100 casos, em 61%
presumiu-se que fossem linfoma ocular solitario sem envolvimento sistémico ao diagnéstico,

sem progressao apos enucleacao (Lanza et al., 2018; Massa et al., 2002; Vail et al., 2020).

Em casos de linfoma intravascular, os cies apresentam-se tipicamente com sinais
clinicos do sistema nervoso central, sistema nervoso periférico ou relacionados com
envolvimento ocular (Bush et al., 2003; McDonough et al., 2002). Estes sinais incluem
paraparese, ataxia, hiperestesia, convulsées, cegueira, letargia, anorexia, perda de peso,

diarreia, poliuria, polidipsia e febre intermitente (Vail et al., 2020).

1.6.2. Sindromes paraneoplasicas

O linfoma canino pode estar associado a sindromes paraneoplasicas, que podem
agravar o quadro na apresentagdo clinica, com a anemia a ser a sindrome mais comum
(Zandvliet, 2016). A hipercalcemia paraneoplasica também ¢é tipica, apresentando-se
associada a anorexia, perda de peso, fraqueza muscular, letargia, poliuria, polidipsia e,
raramente, depressdo do sistema nervoso central e coma. Na maioria das vezes, esta
hipercalcemia é consequéncia da proteina relacionada com a hormona da paratiroide (PTHrP)
produzida por ceélulas neoplasicas, podendo também estar relacionada com a producéo de
outros fatores humorais, como a interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral a (TNF-a), fator
de crescimento transformante 3 (TGF-B) e analogos da vitamina D (Kubota et al., 2002; Rosol
etal., 1992). A hipercalcemia também pode ter como consequéncia a insuficiéncia renal aguda
(Felsenfeld & Levine, 2006; Kévér & Tost, 1993).
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Outras sindromes paraneoplasicas em linfomas sdo as gamopatias monoclonais,
eosinofilia, doengas imunomediadas, policitemia, hipoglicemia, neuropatias e caquexia (Day,
1996; Durno et al., 2011; Evans et al., 2004; Giraudel et al., 2002; E. T. Keller, 1992; Marchetti
et al., 2005; Ozaki et al., 2006; D. M. Seelig et al., 2011; Vail et al., 2020; Zhao et al., 1993).

1.6.3. Exame fisico

Em caes com suspeita de linfoma, a avaliagdo deve incluir um exame fisico completo,
onde ¢é imperativo constar a palpacao dos GL. Vail et al. (2020) também sugere a realizagao
de toque retal, pois, pela sua experiéncia, uma proporcao significativa de caes apresenta

polipos retais que consistem em agregados de linfécitos neoplasicos.

A avaliagdo das mucosas deve ser realizada para aferir a presenca de ictericia,
palidez, petéquias ou Ulceras, visto que estes achados podem indicar a presenga de anemia
ou trombocitopenia secundaria a mieloptise ou a doenga imunomediada, ou até mesmo

secundaria a falha organica ou uremia (Vail et al., 2020).

Durante a palpacdo abdominal pode ser possivel identificar organomegalia,
espessamento da parede intestinal, caso marcada, ou linfadenopatia mesentérica (Vail et al.,
2020).

O exame oftalmolégico, com avaliagao do fundo ocular, pode revelar anomalias em
aproximadamente 17% dos cées com linfoma. Estas incluem uveite, hemorragia da retina ou

infiltracao ocular (Massa et al., 2002).

1.6.4. Hemograma, analises bioquimicas e urianalise

E importante nos caes com linfoma avaliar o perfil hematoldgico e bioquimico. Varias
alteragbes podem ser observadas, embora ndo seja incomum a presenca de anomalias

inespecificas (Gavazza et al., 2008).

A anemia € o achado hematolégico mais comum, sendo normalmente normocrémica
e normocitica ndo regenerativa (Martini et al., 2015). Também podem ocorrer anemias
hemorragicas e hemoliticas, com as anemias regenerativas a poderem refletir perda de peso
ou hemdlise concomitante. Os animais que apresentam anemia ou valores compativeis com
hemorragia podem precisar de provas de coagulagdo, visto que em 30 a 50% dos casos
ocorre trombocitopenia (Day, 1996; Vail et al., 2020). A presenca de trombocitopenia ligeira e
assintomatica € comum, com a trombocitose também a ser ocasionalmente observada

(Grindem et al., 1994; Neel et al., 2012). Caso esteja presente uma mieloptise significativa, a
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anemia pode estar associada a trombocitopenia e leucopenia (Grindem et al., 1994). Em

linfomas renais, a presenga de policitemia é reportada ocasionalmente (Durno et al., 2011).

Embora a contagem leucocitaria seja frequentemente normal, ja foram reportadas
tanto leucocitose como leucopenia. Na maioria dos casos, a leucocitose, associada a
neutrofilia, representa uma resposta inflamatéria, com leucemia a ser responsavel por
aproximadamente 20% dos casos (Gavazza et al., 2008). A neutrofilia € um achado em 25 a
40% dos caes e a linfocitose em 20% dos caes. A presenca de linfocitos atipicos pode indicar
envolvimento da medula 6ssea e leucemia, sendo importante diferenciar linfoma com
envolvimento medular de leucemia linfocitica primaria, pois o prognéstico de cada uma destas

doencas é diferente (Vail et al., 2020).

Durante a quimioterapia, a maior parte dos caes apresenta alteragdes ligeiras no seu
perfil hemostatico compativeis com hipercoagulabilidade, acabando por persistir durante todo
o tratamento (Kol et al., 2015).

As analises bioquimicas refletem, normalmente, o local anatémico envolvido, assim
como as sindromes paraneoplasicas. Entre 10 a 40% dos casos de linfoma canino séo
acompanhados de hipercalcémia, sendo assim recomendado a medi¢ao do calcio ionizado
sérico, pois pode estar aumentado mesmo se o calcio total estiver dentro dos intervalos de
referéncia. Em casos clinicos ainda sem diagnéstico de linfoma, quando existe uma
hipercalcemia de origem desconhecida, o linfoma deve ser sempre um dos principais
diagnésticos diferenciais. Além disso, a presenga de hipercalcemia pode servir como

biomarcador de resposta ao plano terapéutico e da recidiva (Vail et al., 2020).

O aumento dos valores das enzimas hepaticas podem ser consequéncia de um
linfoma hepatico primario ou infiltracdo hepatica, contudo, estas alteracbes sao tipicamente
secundarias ao linfoma e indicam hepatopatia reativa e desidratacao (Vail et al., 2020;
Zandvliet, 2016). A fosfatase alcalina (ALP) pode aumentar apds envolvimento hepatico e
exposicdo a glucocorticdides. No entanto, o valor da ALP nao foi considerado como
prognostico de resposta ao tratamento (Wiedemann et al., 2005). O aumento das globulinas
séricas, normalmente monoclonal, ocorre de forma infrequente em linfomas de tipo B. A
hipoproteinemia observa-se com mais frequéncia em cdes com linfoma alimentar. Os
parametros renais, nomeadamente a ureia e creatinina, podem aumentar secundariamente a
infiltragdo tumoral renal, nefrose hipercalcémica ou azotemia pré-renal por desidratagao (Vail
et al., 2020).

Aurianalise, apesar de nao ser realizada de forma frequente, € importante para aferir,
de modo completo, a fungéo renal e o estado do trato urinario. A presenga de proteinuria

aparenta ser um achado comum em caes com linfoma multicéntrico, sendo tipicamente ligeira,
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independente do estadio e subestadio, ndo existindo influéncia no progndstico (Vail et al.,
2020). A presenca de isostenuria em caes hipercalcémicos n&o significa que esteja presente
uma doenca renal, pois as concentragdes de calcio elevadas interferem com a capacidade de
concentragdo tubular devido ao comprometimento da resposta a hormona antidiurética.
Também é preciso ter em conta que existe um risco de calcificagao renal e consequente falha

renal caso os niveis de calcio se mantiverem elevados (Vail et al., 2020).

1.6.5. Citologia e histologia

A avaliacdo morfolégica e fenotipica do tecido e células constituintes do tumor é
essencial no diagnéstico (Vail et al., 2020). A citologia de uma PAAF de um GL é uma técnica
rapida, sensivel e minimamente invasiva no diagnéstico de linfoma, sendo considerado o
método de eleicao no seu diagndstico (S6zmen et al., 2005; Teske & Van Heerde, 1996;
Zandvliet, 2016). Como a maioria dos caes com linfomas nodais apresentam-se com GL
periféricos com estrutura alterada, devido a linfocitos intermédios ou grandes, o exame
citologico por PAAF é muito sensivel e especifico como primeiro linha de diagnéstico (D. Seelig
et al., 2016; Vail et al., 2020).

Normalmente, a maioria das células sao linfécitos grandes, maiores do que linfécitos,
e pode ser possivel observar nucléolos visiveis e citoplasma basofilico, com ou sem zonas
paranucleares claras, ou cromatina fina com nucléolos indistinguiveis. Os GL com hiperplasia
reativa marcada sao caracterizados por uma grande quantidade de linfécitos grandes, o que
podera dificultar a diferenciagdo com um linfoma. E importante evitar GL de areas reativas,
como, por exemplo, os GL submandibulares. Contudo, se apenas estes estiverem
aumentados, devem ser o alvo da colheita de amostras. Caso os GL pré-escapulares ou

popliteos estiverem disponiveis, estes sao preferenciais (Vail et al., 2020).

Nos casos que suscitem duvidas, ou quando a citologia € insuficiente num linfoma
de baixo grau e em casos de proliferagdes linfoides atipicas, devem-se realizar outros exames
complementares, como a histopatologia, citometria de fluxo ou imunocitoquimica. No caso da
histopatologia, de forma a ser feita uma avaliagao precisa, deve ser submetido para analise
um GL completo, incluindo a capsula (Vail et al., 2020). E importante incluir a capsula pois, no
caso de hiperplasia linféide, a capsula do GL pode estar afetada, mas os seios periféricos nao,
permanecendo intactos. Pelo contrario, caso exista um processo neoplasico, os seios

periféricos encontram-se tipicamente destruidos (Valli et al., 2017).

A histologia permite classificar o linfoma consoante varios critérios. Estes incluem o

padrdo de crescimento, o tamanho nuclear, a morfologia nuclear, o indice mitético e o
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imunofendtipo (Valli et al., 2011, 2013; Zandvliet, 2016). Quando o sistema de classificagdo
humana da OMS foi aplicado a espécie canina, observou-se que a grande maioria dos casos
consistiam em 5 subtipos: linfoma difuso de grandes células B, linfoma da zona marginal de
células B, linfoma periférico de células T, linfoma nodal da zona T e linfoma linfoblastico de
células T (Valli et al., 2011).

Relativamente a localizagbes extranodais, a ecografia e PAAF ecoguiada sao
recursos complementares bastante uteis que permitem avaliar o envolvimento do figado, bago
e GL abdominais no processo neoplasico (Crabtree et al., 2010). A citologia do liquido
cefalorraquidiano (LCR), fluido toracico, ou aspiragbes de massas esta indicada,
respetivamente, em caes com linfoma do sistema nervoso central, efusdo pleural, ou massa
intratoracica (Vail et al., 2020). Um estudo diagnosticou linfoma em 68% dos casos onde foi
analisado o LCR (Siso6 et al., 2017). As biopsias por punch estdo indicadas para linfoma
cutaneo, sendo recomendado realizar a bidpsia na lesdo mais representativa e infiltrativa (Vail
et al., 2020). O uso de avaliagbes imunofenotipicas e de clonalidade destas biépsias podem
ajudar a diferenciar linfoma de lesdes linfociticas benignas (Affolter et al., 2009; P. F. Moore et
al., 2013).

1.6.6. Técnicas de diagndéstico molecular

As técnicas de diagnostico molecular podem ser utilizadas no diagndstico de linfoma,
embora estas tenham maior utilidade na caracterizagéo do tumor apds o diagnéstico inicial.
Estas técnicas permitem auxiliar na sua categorizagdo, nomeadamente o imunofendtipo, taxa
de proliferacdo e clonalidade, e em casos onde o diagndstico € mais dificil, quando na
avaliagao citologica ou histolégica ndo se consegue diferenciar entre linfocitose reativa e
linffoma. As técnicas de diagnostico molecular incluem histoquimica, citoquimica,
imunohistoquimica, imunocitoquimica, citometria de fluxo, reagédo em cadeia da polimerase
(PCR) e técnicas citogenéticas. Atualmente, apenas ensaios de imunofendtipo e PCR para
rearranjos de recetores de antigénio (PARR) sdo realizados rotineiramente (Vail et al., 2020).
A técnica PARR, em comparagao com a imunohistoquimica ou citometria de fluxo, mostrou-

se inferior em relagao a citometria de fluxo (Thalheim et al., 2013).

1.6.7. Ensaios de clonalidade

Ocasionalmente, ndo é possivel realizar o diagnéstico de linfoma e avaliar a
diferenciacao entre proliferacdo benigna de maligna dos linfécitos com recurso a critérios

citolégicos e histologicos. Nestes casos, a utilizagdo de analises moleculares avangadas pode
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ser util. A clonalidade é o marco principal da malignidade. Pelo contrario, no caso de linfocitose
reativa, as células sdo policlonais para os seus recetores de antigénio. Com isto em conta, é
possivel utilizar a técnica de PCR para detetar a presencga de populacdes linfociticas clonais
(Avery, 2009; S. M. Keller et al., 2016; Langner et al., 2014; Vail et al., 2020). E preciso ter
cuidado com os resultados, pois podem ocorrer falsos-negativos e falsos positivos. Varios
estudos em caes apresentaram uma sensibilidade de aproximadamente 70 a 90% e uma taxa

de falsos-positivos de aproximadamente 5% (Vail et al., 2020).

1.6.8. Proteémica

A protedmica é a analise do proteoma celular. Os componentes proteicos de uma
célula, normal ou maligna, mudam ao longo do tempo devido a expressao génica como
resposta a varios estimulos. O recurso a area da protedmica pode ser Util para identificar
biomarcadores séricos malignos, como marcadores proteicos especificos de cancro, e para
avaliar a resposta ao plano terapéutico. Futuramente, também pode ser possivel utilizar a
protedmica para adaptar planos de tratamento individuais a cada paciente. Na medicina
veterindria, esta area encontra-se na sua infancia, e, apesar de ja existirem estudos
preliminares do proteoma em caes com linfoma, ainda nao se chegou a um ponto que permita
que estas técnicas tenham impacto na decisao clinica (McCaw et al., 2007; Ratcliffe et al.,
2009; Vail et al., 2020).

1.6.9. Biomarcadores

As proteinas séricas podem ser utilizadas como biomarcadores no diagndstico e/ou
monitorizagcdo de uma doenga especifica. As proteinas de fase aguda, a timidina quinase 1
(TQ1), a proteina quimioatraente de mondcitos 1 (MCP1), o fator de crescimento endotelial
vascular (VEFG), as metaloproteinases da matriz (MMP) 2 e 9, e a endostatina foram
avaliadas em linfomas caninos devido a sua utilizagdo em oncologia humana, tendo como

objetivo averiguar a sua utilidade na medicina veterinaria (Zandvliet, 2016).

ATQ1 é uma enzima de resgate envolvida na sintese de precursores de DNA (Hanan
et al., 2012). Os seus niveis sdao mais elevados em caes com linfoma do que em caes
sauddaveis ou com neoplasias ndo hematopoiéticas. Além disso, também aparenta existir uma
correlagdo com o estadio e progndstico, sendo este biomarcador considerado o mais
promissor (J. W. Elliott et al., 2013; Euler et al., 2004; Zandvliet, 2016).
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Um estudo sobre a MCP1 demonstrou que a sua expressao € niveis eram mais altos
em caes com linfoma do que em caes saudaveis, apresentando ainda correlagcdo com o
estadio (Perry et al., 2011).

AVEFG e a MMP 2 e 9 sdo outras duas opg¢des. Estas estdo sob controlo do fator de
crescimento transformante beta (TGF-B) (Zandvliet, 2016). Os cdes com linfoma possuem
uma atividade da MMP-9 superior, niveis de VEFG superiores, e niveis de TGF-[3 inferiores
quando comparados com caes sem linfoma. Além disso, a MMP-9 e a VEFG eram superiores
em linfoma de células T e estadio V, com a expressao de VEFG a possuir uma correlagdo com
o grau de linfoma de células T. Contudo, nenhum destes biomarcadores se mostrou util no

prognostico (Aresu et al., 2014; Arico et al., 2013; Wolfesberger et al., 2012).

Por ultimo, a endostatina previne a angiogénese e o crescimento tumoral através da
inibicdo da proliferagdo e migragao de células endoteliais, com uma tendéncia a ser mais
elevada em caes com linfoma. Contudo, esta proteina ndo se mostrou util como biomarcador
(Jr et al., 2002).

A medicado de haptoglobina e proteina C reativa possui uma baixa sensibilidade e
especificidade no diagndstico de linfoma canino, sendo necessario combinar os dados obtidos
com os dados clinicos para os valores serem uUteis como teste de diagndstico (Mirkes et al.,
2014).

1.7. Imunofenotipagem

A imunofenotipagem é utilizada para determinar o tipo de linfécitos que constituem o
tumor, sendo também util para prever o desenvolvimento clinico. Os linfocitos podem ser
definidos e diferenciados pela detecao de certos antigénios na sua superficie celular a partir
da expressao de moléculas especificas para células B e células T, que sédo depois
denominadas de marcadores (Comazzi & Gelain, 2011; Freedman et al., 2019; S. Lana et al.,
2006; D. Seelig et al., 2016; Vail et al., 2020).

Para as células B, estes marcadores sao o CD79a, CD20 e CD21, e para as células
T, 0 CD3, CD4 e CD8. Os caes com linfoma da zona T indolente podem expressar o marcador
CD21 (Frantz et al., 2013; Vail et al., 2020). Apesar destes marcadores ajudarem a identificar
o imunofendtipo, a expresséo aberrante de moléculas CD tem aumentado no linfoma canino.
Num estudo com 59 cdes com linfoma, as células neoplasicas de 6 caes eram
simultaneamente positivas aos marcadores das células B e T. Contudo, um ensaio de
clonalidade revelou clonalidade da célula T ou do recetor da imunoglobulina, mas nao dos

dois, indicando que, em certos casos, as células malignas podem coexpressar marcadores
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de células B e T (Fournel-Fleury et al., 2002; Vail et al., 2020). Os anticorpos utilizados para
determinar o imunofendtipo tém potencial terapéutico, faltando uma forma de direcionar estes

anticorpos para as células tumorais (Vail et al., 2020).

Existe uma diferenca na prevaléncia racial do imunofenétipo. A grande maioria dos
linfomas é de células B, contudo, a distribuicdo entre racas difere, por vezes de forma
significativa. As ragas mais predispostas a um determinado tipo de linfoma estdo descritas
posteriormente nos Fatores de prognéstico. Também existem racas com uma prevaléncia do

imunofendtipo similar, como o Golden Retriever (Hughes et al., 2018; Zandvliet, 2016).

1.8. Estadiamento clinico

Além de um diagnéstico definitivo, € necessario determinar a extensao do linfoma e
estadiar a doenca. Um dos sistemas de classificacao de estadios usados com mais frequéncia
é o sistema de classificagdo da OMS, que se encontra dividido em 5 estadios. O estadio |
compde os casos onde o linfoma se encontra limitado a um s6 GL, enquanto o estadio Il
compde os casos onde varios GL de uma regido corporal estdo afetados. No estadio Il ja se
encontram os casos onde existe uma linfadenomegalia generalizada, passando para estadio
IV quando existe envolvimento secundario do figado e/ou bago. Para um linfoma ser
considerado estadio V, € necessaria também a confirmacdo de envolvimento medular. A
maioria dos caes, mais de 80%, apresenta-se num estadio avancado, no Il ou IV, no momento
do diagnéstico. Existe ainda um subestadio, definido com a ou b, onde ¢é indicado,
respetivamente, a auséncia ou presenca de sinais sistémicos de doenga, como febre, perda
de peso ou hipercalcémia (Vail et al., 2020; Zandvliet, 2016). Um resumo do estadiamento

clinico encontra-se descrito na Tabela 1 - Estadiamento clinico, segundo a .

Tabela 1 - Estadiamento clinico, segundo a OMS (Adaptado de Vail et al., 2020)

Estadio Envolvimento

Um s6 GL ou tecido linfoide num unico 6rgao
Varios GL numa regido
Generalizado dos GL
Figado ou bago (além de GL)

Medula éssea (além de GL)
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1.8.1. Imagiologia

A radiografia, ecografia, tomografia computorizada (CT) e tomografia por emissao de
positrées com tomografia computorizada (PET-CT) sdo exames complementares uteis no

estadiamento clinico do linfoma, assim como da sua progresséo (Vail et al., 2020).

O recurso a radiografias toracicas e abdominais pode ser importante na avaliagdo do
envolvimento interno e extensao (Blackwood et al., 1997; Vail et al., 2020). Na maioria das
vezes, aproximadamente 60 a 75% dos caes com linfoma multicéntrico, as radiografias
apresentam anomalias, com 2/3 a apresentar linfadenopatia toracica e 1/3 a apresentar
infiltracao pulmonar, embora estes nao sejam, tipicamente, especificos, servindo mais para

um diagnéstico diferencial de linfoma (Blackwood et al., 1997; Starrak et al., 1997).

Contudo, a percentagem de envolvimento pulmonar pode ser ainda mais alta, com
base na lavagem broncoalveolar (Yohn et al., 1994). Em 20% dos cées €& detetada
linfadenopatia mediastinica cranial, o que acarreta um pior prognéstico em relagcado ao tempo
de remisséo e de sobrevivéncia (Starrak et al., 1997; Vail et al., 2020). Em aproximadamente
50% dos casos, as radiografias abdominais apresentam achados compativeis com
envolvimento dos GL iliacos mediais e/ou mesentéricos, bago ou figado (Vail et al., 2020). Na
opinido clinica de Vail et al. (2020), a imagiologia nos casos tipicos de linfoma multicéntrico
limita-se a radiografias toracicas, pois nao existe diferenga progndstica de um cao no estadio
lIl ou IV, enquanto que a linfadenopatia mediastinica cranial tem significado progndéstico. Caso
existam sinais clinicos compativeis com envolvimento abdominal, e seja necessario um
estadiamento completo ou se nao for observada linfadenopatia periférica, deve-se recorrer a

imagiologia abdominal.

A ecografia para avaliagdo dos GL periféricos tem uma aplicabilidade clinica
questionavel, pois a citologia de GL é facil, barata e de alta utilidade diagndstica (Vail et al.,
2020). O recurso a ecografia para avaliagdo abdominal é util para avaliar um possivel
envolvimento hepatico e esplénico, além de avaliar a arquitetura e tamanho dos GL regionais
(Crabtree et al., 2010; Nyman et al., 2005, 2006). Esta modalidade imagiologica também é util
na diferenciagao entre enterite e neoplasia intestinal. No entanto, o exame revela-se normal
em até 25% dos caes com linfoma alimentar, e, mesmo os que apresentam indicios, estes
séo inespecificos (Frances et al., 2013). Os sinais ecograficos sugestivos sao perda da
diferenciagdo normal entre paredes, aumento da espessura da parede, e linfadenopatia
mesentérica (Penninck et al., 2003). O diagndstico definitivo é realizado com recurso a bidpsia
(Zandvliet, 2016).

Embora os exames complementares imagiolégicos consigam demonstrar a presenca

de uma massa mediastinica, apenas é possivel obter um diagnéstico definitivo de um linfoma
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mediastinico ou timoma a partir da citologia ou bidpsia. Em casos onde a citologia é
inconclusiva, a imunofenotipagem ou PARR séo uteis para o diagnostico definitivo (S. E. Lana
et al., 2006; Zandvliet, 2016).

As modalidades imagiolégicas mais avangadas, como CT, MRI, PET-CT e tomografia
por emissao de pésitrons-ressonancia magnética, estdo a ser utilizadas cada vez mais, com
a sua utilidade ainda a ser determinada. A CT é ideal para avaliar a extenséo do linfoma, ndo
permitindo normalmente um diagndstico especifico. Em medicina humana, o standard é a
PET-CT. Esta modalidade mostra-se promissora na avaliagao da resposta a quimioterapia em
caes com linfoma e na previsao de recidiva antes da confirmacéo clinica e clinicopatolégica
(Vail et al., 2020; Zandvliet, 2016).

1.8.2. Avaliagcao da medula éssea

De forma a realizar um estadiamento e prognéstico completo, € necessaria uma
aspiragao de medula 6ssea ou uma bidpsia de nucleo, do umero proximal ou da crista iliaca.
Também pode estar indicada em caes com anemia, linfocitose, linfécitos atipicos circulantes

ou outras citopenias periféricas (Martini et al., 2015; Vail et al., 2020; Zandvliet, 2016).

Apesar do valor prognéstico importante, ndo é estritamente necessaria a sua
realizagao caso se pretenda realizar um plano terapéutico devido a sua influéncia limitada no
prognéstico e tratamento, nao sendo um procedimento realizado de forma rotineira (Vail et al.,
2010, 2020). Um estudo com 53 caes com linfoma avaliou o envolvimento da medula 6ssea,
obtendo um envolvimento em 57% dos caes (Martini et al., 2015; Raskin & Krehbiel, 1989,
1989). A presenca de alguns pré-linfocitos e linfécitos grandes com nucléolos na circulagao
sanguinea pode ser indicativo de envolvimento da medula éssea, mas é preciso ter em
atencao o facto destas células também serem observadas em doengas imuno-mediadas e
infeciosas (Vail et al., 2020).

1.9. Tratamento
1.9.1. Tratamento médico

Devido a natureza do linfoma canino, a quimioterapia é considerada a modalidade
terapéutica de eleicdo. Como o linfoma canino &, regra geral, considerado uma doenca
sistémica, este requer uma terapia sistémica (Thamm, 2019; Vail et al., 2020; Zandvliet, 2016).

Uma minoria dos casos apresenta cura. Contudo, a implementacdo de um plano terapéutico
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com inclusdo de quimioterapia € eficaz no prolongamento de vida na maioria dos casos
(Zandvliet, 2016).

A abordagem terapéutica € determinada por varios fatores, como o subtipo, estadio
e subestadio da doenca, presenca de sindrome paraneoplasica, estado fisiologico, fatores
socioecondmicos dos tutores e o seu nivel de conforto em relagdo as expetativas e efeitos
secundarios. Os objetivos principais da quimioterapia sdo a indu¢ao de uma primeira remissao
completa longa, superior a 6 meses, a reindugéo da remissao apos recidiva, e indugao sempre
que o cancro nao responder a inducéo ou reindugao, utilizando farmacos nao utilizados nos

protocolos iniciais (Vail et al., 2020).

De forma geral, a taxa de resposta a quimioterapia, a duracao da resposta, o periodo
de remissao e a sobrevida sdo superiores em linfomas de tipo B em comparagdo com os de
tipo T, sem ter em conta os subtipos de baixo grau de linfoma T (Beaver et al., 2010; Marconato
et al., 2011; Rebhun et al., 2011; Ruslander et al., 1997; Teske, 1994; Vail et al., 1996).

Atualmente, a caraterizacdo histolégica e imunofenotipica ndo tém um papel
significativo na determinacéo do protocolo terapéutico inicial. No entanto, varios protocolos
foram sugeridos como alternativas para o tratamento de linfoma de tipo T, como o Mustargen®
(mecloretamina), Oncovin® (vincristina), procarbazina, prednisona ou prednisolona (MOPP),
a lomustina, Oncovin® (vincristina), procarbazina, prednisona ou prednisolona (LOPP) ou o
Oncovin® (vincristina), l-asparaginase, hidroxidaunorrubicina (doxorrubicina), ciclofosfamida,
prednisona ou prednisolona, actinomicina D, lomustina e procarbazina (VELCAP-TSC). No
entanto, ndo existem ensaios clinicos controlados e aleatérios, até a data, que demonstrem
melhores resultados do que com outros protocolos mais utilizados, como o CHOP, embora
protocolo LOPP apresente resultados promissores no tratamento de linfoma de tipo T
(Brodsky et al., 2009; Brown et al., 2018; Goodman et al., 2016; A. S. Moore, 2016; Vail et al.,
2020). Os protocolos indicados previamente tendem a adicionar ou substituir agentes

alquilantes, como a lomustina ou procarbazina, pela doxorrubicina (Vail et al., 2020).

A maioria dos cdes tolera bem a quimioterapia e, apesar de, por vezes, poder ser
necessario reduzir doses ou realizar pausas no tratamento, apenas uma minoria dos caes
desenvolve efeitos adversos com gravidade suficiente para hospitalizagdo (Tomiyasu,
Takahashi, et al., 2010; Vail et al., 2020).

Antes de cada sess&o de quimioterapia deve ser realizado um hemograma completo.
A contagem de neutrdfilos deve ser, no minimo, 1500 neutréfilos/pL, apesar de alguns
oncologistas utilizarem um cut-off de 2000 neutrdfilos/uL, e a contagem de plaquetas deve
ser, no minimo, 50 000 plaquetas/uL antes da administragdo de quimioterapia

mielossupressiva (Fournier et al., 2018). Caso a contagem de neutréfilos n&o atinja o cut-off
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definido pelo oncologista, € recomendado esperar um periodo de 5 a 7 dias, repetindo o
hemograma e avaliando as novas contagens. No entanto, estas restricdes tém excecdes. Em
cdes que se apresentam com contagens baixas devido a mieloptise antes do inicio da
quimioterapia, é instituida uma quimioterapia mielossupressiva para "limpar" as células
neoplasicas da medula 6ssea e, assim, permitir a normalizagdo da hematopoiese (Vail et al.,
2020).

Atualmente, nao existem estudos que indiguem um beneficio de uma fase de
manutencdo ou consolidacdo apds indugcédo, embora ndo tenham sido realizados, até agora,
estudos prospetivos aleatérios. Na maioria dos estudos, os cées sujeitos a protocolos mais
curtos e baratos sem uma fase de manutengao prolongada, quando comparados com caes
com manutencido prolongada, tém uma duragdo de remissdo e tempo livre de doenca
similares e aparentam atingir segundas remissées mais facilmente quando recidivam apés a
conclusao da quimioterapia (J. W. Elliott et al., 2013; Garrett et al., 2002; Lautscham et al.,
2017; Simon et al., 2008; Vail et al., 2020). Estes dados sugerem que uma terapia de
manutencao nao é benéfica na maioria dos caes, e, segundo Vail et al. (2020), é preferivel
utilizar protocolos com uma indugido agressiva sem manutencio, pelo menos até existirem

estudos prospetivos aleatorios.

A eficacia da quimioterapia esta limitada pelo surgimento de resisténcia a farmacos
e, devido ao pequeno numero de opcoes terapéuticas alternativas, o desenvolvimento desta
resisténcia tem um impacto negativo significativo no progndéstico. A resisténcia intrinseca a
farmacos € mais comum em linfomas de tipo T do que de tipo B. Teoriza-se que os
transportadores de farmacos da superfamilia de transportadores ABC, do inglés ATP-Binding
Cassette, tém um papel importante no desenvolvimento desta resisténcia. Estes
transportadores incluem a proteina ABCG2 e a glicoproteina-P (gp-P). Segundo um estudo
de Zandvliet et al. (2015), a resisténcia a farmacos foi mais frequente em linfomas de tipo T.
Além deste aumento da frequéncia, a expressao da proteina ABCG2 também se encontrava
aumentada aquando do ganho da resisténcia. Esta proteina ndo se encontrava aumentada
nos linfomas de tipo B, existindo neste tipo um aumento da expressao da gp-P (Hifumi et al.,
2010; Lage, 2008; Zandvliet, 2016; Zandvliet et al., 2015).

Existem duas op¢des terapéuticas para abordar esta situagdo. Pode-se recorrer a
inibidores destas proteinas ou utilizar farmacos citotdéxicos que nao sejam seus substratos.
Dois inibidores da gp-P que podem ser Uteis para reverter a resisténcia a farmacos sao o
PSC833 (Valspodar™) e o masitinib (Zandvliet, Teske, et al., 2013). Contudo, um estudo
avaliou o Valspodar™ ao incluir este farmaco num protocolo CHOP de primeira linha, sem

resultar em qualquer beneficio no tratamento (lto et al., 2017). Os agentes alquilantes e a I-
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asparaginase, utilizados tipicamente em protocolos de resgate, ndo sdo substratos das

proteinas previamente referidas (Zandvliet, 2016).

1.9.1.1. Glucocorticoides

Os glucocorticoides sdo uma das principais opgodes terapéuticas no linfoma canino,
pertencendo geralmente a uma terapia padrao. Relativamente a oncologia, a sua utilizacao
deve-se a inducao da apoptose linfocitica e linfoblastica que provoca (Gustafson & Bailey,
2020; Lin & Wang, 2016; Smith & Cidlowski, 2010). No entanto, varios estudos reportaram
que o tratamento prévio a quimioterapia com glucocorticoides resultou em taxas de resposta
mais baixas e periodos de remissdo mais curtos, sendo recomendada a sua suspensao até
ser decidido nao continuar tratamento com farmacos citostaticos (Gavazza et al., 2008;
Marconato et al., 2011; Price et al., 1991; Rassnick et al., 2021; Teske, van Heerde, et al.,
1994; Turek et al., 2008; Zandvliet, 2016).

O mecanismo causador desta aparente quimiorresisténcia permanece sob
investigacao (Gustafson & Bailey, 2020; Legendre, 2007; Mayayo-Peralta et al., 2021). Além
disso, a adicdo de prednisolona a protocolos de multiplos farmacos baseados em
doxorrubicina ndo melhora os resultados terapéuticos (Zandvliet, Rutteman, et al., 2013).
Curiosamente, os glucocorticoides nem sempre aparentam ter impacto na taxa de remisséo,
periodo livre de doenga e tempo de sobrevida (Childress et al., 2016; Zandvliet, Rutteman, et
al., 2013).

Os glucocorticéides sao geralmente utilizados em protocolos multifarmacos, embora
também se possa realizar um protocolo mono-farmaco com apenas estes, se existirem
constrangimentos econdmicos ou reticéncia por parte dos tutores em relagéo a quimioterapia
sistémica. A dose é 2 mg/kg/dia per os (PO) durante 7 dias, reduzindo depois para 1 mg/kg/dia
PO. Este protocolo apresenta uma remissao curta, de 1 a 2 meses. Como previamente
referido, os cées tratados com glucocorticoides apresentam quimiorresisténcia. Isto significa
que, caso o tutor pretenda posteriormente alterar o protocolo quimioterapico, a probabilidade

do cdo entrar numa remissao completa é reduzida (Turek et al., 2008; Vail et al., 2020).

1.9.1.2. Protocolos quimioterapicos mono-farmacos

A quimioterapia com protocolos mono-farmacos baseia-se na utilizagdo de um unico
agente quimioterapico, podendo estar associado, ou nao, a glucocorticoides. Esta modalidade
terapéutica apresenta taxas de remissao menores, mas acaba por ser escolhida por alguns

proprietarios devido a sua simplicidade, conveniéncia e custos reduzidos (Turek et al., 2008).
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Com excecéao da doxorrubicina, os protocolos mono-farmacos nao costumam resultar
numa remisséo duradoura quando comparados com os protocolos de multiplos farmacos. A
adicdo de quimioterapicos com efeito isolado a protocolos CHOP n&o resultou em ganhos
significativos ou nao foi realizada uma avaliagdo adequada, estando muitos destes farmacos

reservados para resgate (Vail et al., 2020).

1.9.1.2.1. Clorambucil

O clorambucil € um agente alquilante que inibe a sintese e fungdo do DNA através
de ligagbes cruzadas com o DNA celular (Allerton, 2020; Papich, 2016). O seu uso apresenta
indicios positivos para linfomas alimentares e encontra-se recomendado para protocolos mais
conservadores, utilizados em, por exemplo, casos de linfoma indolente, com o objetivo de
controlar o linfoma (Vail et al., 2020; Zandvliet, 2016).

1.9.1.2.2. Doxorrubicina

A doxorubicina danifica o DNA ao inibir a enzima topoisomerase Il, responsavel por
funcdes do DNA. Também provoca morte celular ao bloquear a sintese de acido ribonucleico
(RNA) e proteinas. E considerado um dos agentes mais eficientes no tratamento de linfoma
(Gustafson & Bailey, 2020; Papich, 2016). E o agente quimioterapico mais eficaz no
tratamento de linfoma de alto grau. Quando utilizada isoladamente, proporciona taxas de
remissao por volta dos 70%, com tempo de sobrevida média de 5 a 7 meses (Dobson &
Lascelles, 2011). Se combinada com prednisona, pode oferecer uma alternativa ao CHOP,
embora com um outcome pior, que se traduz na redugdo do tempo de remissao e sobrevida
(E. T. Keller et al., 1993; Mutsaers et al., 2002; Regan et al., 2013; Valerius et al., 1997).

A doxorrubicina apresenta toxicidade cardiaca. Isto significa que os cades com doenga
cardiaca, como a cardiomiopatia, ndo devem realizar terapéutica com este quimioterapico,
podendo ser substituido pela epirrubicina (Argyle et al., 2008; Gustafson & Bailey, 2020;
Kitchell, 2005; McKnight, 2003; Papich, 2016; Turek et al., 2008). A epirrubicina € uma
alternativa a doxorrubicina, com outcomes similares aos protocolos que usam doxorrubicina
(J. W. Elliott et al., 2013). As racas predispostas a mutacdo do gene MDR1 requerem cuidado
acrescido devido a sua propensao para toxicidade (Papich, 2016). A cardiotoxicidade
cumulativa manifesta-se com uma diminuicdo da contractilidade miocardica e/ou arritmias,
que geralmente resultam em insuficiéncia cardiaca congestiva, com o dano a ser irreversivel
e de péssimo progndstico (Vail et al., 2020). O risco aumenta significativamente quando a

dose cumulativa é superior a 240 mg/m? (Allerton, 2020).
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A administracao rapida de doxorrubicina pode provocar um aumento dos niveis
plasmaticos de histamina, sendo importante a sua administragao ser realizada de forma lenta
via intravenosa (IV), a cada 21 dias, num total de 5 doses em 15 semanas. A dose ¢é diluida

em solugéo salina (Eschalier et al., 1988; Turek et al., 2008).

A dose total é diluida em solucdo salina de 25 ou 50 ml e administrada lentamente,
via IV, ao longo de 20 a 30 minutos, preferencialmente em 60 minutos. Os efeitos adversos
podem ser diminuidos se a duragao for aumentada para 2 a 3 horas. Na maioria dos casos, a
dose é calculada com a area da superficie corporal (mg/m?), sendo a dose 30 mg/m?. No
entanto, em cées pequenos com menos de 10 kg, € mais seguro calcular a dose a administrar
utilizando o peso (mg/kg), com uma dose de 1 mg/kg (Allerton, 2020; Gustafson & Bailey,
2020; Papich, 2016).

A avaliacdo cardiaca prévia a toma com recurso a ecocardiograma e
eletrocardiografia é controversa, devendo-se sempre considerar os animais com doenca
cardiaca conhecida ou racgas predispostas a cardiomiopatia dilatada (Gustafson & Bailey,
2020).

Varios estudos foram realizados para avaliar o efeito de certos farmacos na
quimiorresisténcia a doxorrubicina. Um estudo de Chen et al. (2019) avaliou o efeito do
imatinib no tratamento com doxorrubicina em linfomas do tipo B, que reverteu a
quimiorresisténcia a doxorrubicina. Outro estudo in vitro sugere que o celecoxibe pode
melhorar significativamente a eficiéncia da quimioterapia ao prevenir o desenvolvimento de

quimiorresisténcia a doxurrubicina em linfoma do tipo B (Karai et al., 2020).

Relativamente a estudos sobre a utilizacao isolada de doxorrubicina, um estudo onde
aos caes foi administrada uma s6 dose de doxorrubicina, obteve uma taxa de resposta de
100% nos casos de linfoma de tipo B, ao contrario da taxa do tipo T, que foi de 50%, sugerindo
que a doxorrubicina pode ser menos eficiente no tratamento de linfoma do tipo T, algo ja

referenciado noutras publicagcbes (Beaver et al., 2010; Papich, 2016).

1.9.1.2.3. L-asparaginase

As células neoplasticas sao deficientes em asparagina sintetase e requerem
asparagina extracelular para a sintese de DNA e RNA, pois ndo conseguem sintetizar a sua
propria asparagina. Pelo contrario, as células normais sdo capazes de a sintetizar. A |-
asparaginase tem como fungao a destruicao da asparagina. As células tumorais conseguem
desenvolver resisténcia ao desenvolver a capacidade de sintetizar asparagina (Gustafson &
Bailey, 2020; Papich, 2016).
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A dose de l-asparaginase é 400 IU/kg intramuscular (IM) ou subcutanea (SC), ou
10000 IU/m? IM ou SC. Para evitar o desenvolvimento de resisténcia, € usado frequentemente

apenas na fase inicial de indu¢do ou no momento da recidiva (Gustafson & Bailey, 2020).

1.9.1.2.4. Lomustina

Alomustina é normalmente utilizada em situagdes de recidiva ou em casos de linfoma
cutaneo epiteliotrépico, podendo também ser utilizada numa abordagem mono-farmaco em
casos onde o tutor pretenda um tratamento simples e conveniente. Contudo, o seu tempo de
sobrevida é, em média, de 3 meses (A. S. Moore et al., 1999). Alomustina funciona ao interferir

com a sintese e funcdo do DNA, RNA e proteinas (Allerton, 2020).

O tratamento é realizado com uma dose de 70 a 90 mg/m? PO a cada 3 a 4 semanas
(Gustafson & Bailey, 2020).

A lomustina tem vindo a ser cada vez mais utilizada, especialmente em linfomas de
tipo T de alto grau, tanto em protocolo mono-farmaco como em protocolos de multiplos
farmacos (Brown et al., 2018; J. Elliott & Baines, 2019).

Um estudo retrospetivo realizado por Giannasi et al. (2016) avaliou sete casos de
linfoma de tipo T de alto grau tratados com lomustina, Oncovin® (vincristina), prednisona ou
prednisolona (LOP). A taxa de resposta completa foi 100%, com uma mediana do intervalo
livre de doencga (ILD) de 93 dias e uma mediana de tempo de sobrevivéncia de 146 dias. O
ILD obtido é semelhante a outros estudos de protocolos com base na lomustina. Contudo,
este estudo demonstrou uma melhoria na taxa de resposta completa comparada com outros

estudos.

Outro estudo, que teve como objetivo comparar a ciclofosfamida, obteve um ILD e
tempo de sobrevivéncia mais altos em caes que recebiam um protocolo onde a Unica diferenga
era a alteragao da lomustina pela ciclofosfamida, com o restante protocolo a ser constituido

por vincristina, epirrubicina e prednisolona (J. Elliott & Baines, 2019).

1.9.1.3. Protocolos quimioterapicos de muiltiplos farmacos

A quimioterapia sistémica com multiplos agentes é a principal escolha terapéutica
nos linfomas de grau intermédio e alto. Os protocolos constituidos por multiplos farmacos
possuem uma eficiéncia superior, com tempos de remissdo maiores se comparados com 0s
protocolos mono-farmacos. Geralmente, os protocolos quimioterapicos com maior sucesso

sdo os protocolos de multiplos agentes que incluem a doxorrubicina. Existe uma grande
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variedade de protocolos, sendo a maioria das modificagdes de protocolos CHOP inicialmente
concepcionados para uso em medicina humana. Atualmente, ndo existem evidéncias
suficientes para recomendar um protocolo sobre outro, desde que os componentes principais
do CHOP estejam presentes (Thamm, 2019; Vail et al., 2020).

Varios estudos descrevem outcomes clinicos distintos para tratamentos entre linfoma
de tipo B e T de alto grau, demonstrando que o imunofenétipo é um fator de progndstico
importante (Curran & Thamm, 2016; Ponce et al., 2004; Simon et al., 2008). Por outro lado,
outros protocolos reportaram taxas de respostas similares em cées com linfoma detipoBe T
(Childress et al., 2018; Rebhun et al., 2011).

Segundo Rassnick et al. (2010), Sorenmo et al. (2010) e Vaughan et al. (2007), o
aumento da intensidade do tratamento pelo aumento do nimero de farmacos, doses ou
reducdo de intervalos das doses ndo mostrou uma melhoria do outcome terapéutico, mas sim

um aumento dos efeitos adversos.

O protocolo mais utilizado atualmente € o CHOP ou variacoes deste (Vail et al., 2020).
E constituido pela vincristina, ciclofosfamida, doxorrubicina e prednisona ou prednisolona. A
sua duragao pode ser de 15 a 25 semanas, e apos a sua conclusdo, a maioria € suspenso. A
duragao mais comum é 19 e 25 semanas. A partir desse momento, sio realizados check-ups
mensais para avaliar o estado de remissao (Curran & Thamm, 2016; J. W. Elliott et al., 2013;
Garrett et al., 2002; Greenberg et al., 2007; Hosoya et al., 2007; MacDonald et al., 2005;
Sorenmo et al., 2010; Turek et al., 2008; Vail et al., 2020). Um estudo recente confirmou uma
aparente falta de beneficio do tratamento de manutengao apds a conclusao do protocolo inicial
(Lautscham et al., 2017).

O protocolo CHOP induz remissao em aproximadamente 80 a 95% dos caes, com
tempos de sobrevida mediana de 10 a 12 meses. Aproximadamente 20 a 25% dos caes
submetidos a tratamento irdo estar vivos 2 anos apds o inicio do tratamento. A taxa de
resposta e a sua duragao variam consoante os fatores de prognéstico. Os caes que
respondem a quimioterapia e alcangam uma remisséo completa ficam, normalmente, livres
de sinais clinicos associados ao linfoma. Alguns estudos indicam que os caes com linfoma de
tipo T de alto grau submetidos a um protocolo CHOP tém um tempo de remissao e sobrevida
significativamente mais curtos do que os cdes com linfoma de tipo B de alto grau (Vail et al.,
2020).

Nas racas com predisposi¢cado para muta¢gdes homozigoticas do gene resisténcia a
multiplas drogas 1 (MDR1), por exemplo, o Border Collie, e consequentemente em risco de
toxicidade quimioterapica, Vail et al. (2020) recomenda comegar o protocolo CHOP numa

sequéncia diferente, nomeadamente com a ciclofosfamida, pois ndo & substrato de MDR1.
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Isto permite comegar o tratamento enquanto se aguarda pelo resultado do teste. Atualmente,
nao existem protocolos especificos para caes com dupla mutagcdo do MDR1, embora Vail et
al. (2020) sugira uma redugéo de 40 a 50% da dose, com aumentos ou decréscimos

consequentes consoante a resposta do animal.

A doxorrubicina pode ser substituida pela epirrubicina em varias situagdes. Estudos
prévios mostraram um desenvolvimento clinico semelhante em caes tratados com

ciclofosfamida, epirrubicina, vincristina e prednisolona, e CHOP (J. W. Elliott et al., 2013).

Foi sugerido que a ciclofosfamida € o agente menos eficiente num protocolo CHOP
(J. Elliott & Baines, 2019). Muitos clinicos optam por uma administracao oral da ciclofosfamida
em vez de injetavel. Até recentemente nao se conhecia bem a diferenca da eficacia entre cada
via de administragdo, devido a falta de conhecimento da biodisponibilidade oral da
ciclofosfamida (Thamm, 2019). Uma analise farmacocinética que tinha como objetivo
comparar a via oral e a injetavel sugere que, apesar da diferenga significativa na exposig¢ao
plasmatica ao farmaco, a exposicdo ao metabolito ativo da ciclofosfamida é bastante
semelhante entre as duas vias de administracido, sugerindo uma provavel eficacia (Warry et
al., 2011).

Varios estudos sugerem que a adigdo de l-asparaginase, resultando em protocolos
como a l-asparaginase, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, prednisona ou prednisolona
(L-CHOP), ndo resulta em aumentos relevantes na taxa de remissao, velocidade para atingir

a remissao, ou duragao da primeira remissao (Jeffreys et al., 2005; Piek et al., 1999).

1.9.1.4. Reinducao e resgate

Eventualmente, a maioria dos cdes que entra em remissdo acaba por recidivar.
Geralmente, isto representa o aparecimento de clones tumorais ou células estaminais
tumorais, que séo mais resistentes a quimioterapia comparativamente ao tumor original (Vail
et al., 2020). Esta resisténcia ocorre porque os clones se tornam resistentes apds exposigcao
aos quimioterapicos ou porque sao clones que, inicialmente, ja eram resistentes aos farmacos
(Ito et al., 2011).

Os mecanismos causadores de recidiva, por resisténcia a farmacos, incluem a
expressao génica de MDR1, doseamento e/ou frequéncia inadequado, falha na obtengéo de
concentragdes altas de quimioterapicos e tratamento inicial apenas com prednisona (Vail et
al., 2020). Relativamente ao protocolo de reindugao escolhido, € recomendado utilizar o
protocolo de indugdo original como protocolo de reindugdo, caso este tenha sido bem

sucedido inicialmente. Também deve ter passado um periodo de tempo superior a 2 meses
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apos a conclusao do protocolo inicial, de forma a que a reindugéo seja provavel. De forma
geral, aduragao da segunda remissao é metade da primeira (Vail et al., 2020; Zandvliet, 2016).
As taxas de reinducéo variam entre os 80 a 90% em caes que realizaram protocolos baseados
no CHOP e que entraram em recidiva enquanto ja ndo estavam sujeitos a um plano
terapéutico (Flory et al., 2011; Garrett et al., 2002).

Caso a reindugao falhe, ou o cdo ndo responda a inducéo inicial, pode-se recorrer
aos chamados protocolos de resgate. Estes protocolos sdo constituidos por apenas um
farmaco ou por combinacdes que nao estdo presentes em protocolos CHOP normais e que
tém a sua utilizagao retida até ao surgimento de resisténcias a farmacos. Alguns protocolos
de resgate comuns incluem apenas um ou combinac¢des dos seguintes agentes, e caso algum
nao tenha sido utilizado previamente: rabacfosadina, lomustina, L-asparaginase, vincristina,
vinblastina, prednisona e doxorrubicina. Os protocolos de resgate resultam normalmente em
taxas de resposta e duracao de resposta inferiores, assim como numa maior toxicidade do
que os protocolos de primeira linha. As taxas variam entre os 40 a 90%, com uma mediana
do tempo de resposta de 1,5 a 2,5 meses, apesar de 20% dos animais conseguir uma duragao
superior (Vail et al., 2020; Zandvliet, 2016).

Os dados publicados até a data relativamente a protocolos de resgate ndo possuem
numeros suficientes para uma adequada analise estatistica nem comparam protocolos entre
si de forma aleatdria e controlada. A escolha do protocolo acaba por ser influenciada por
diversos fatores, como o tempo necessario, a eficacia, os custos financeiros e os efeitos

secundarios (Vail et al., 2020).

1.9.2. Tratamento cirurgico

Devido ao tipo de linfoma mais comum nos caes ser o multicéntrico, a quimioterapia
torna-se a principal ferramenta terapéutica nestes casos. Contudo, pode-se recorrer a
tratamento cirdrgico em casos de linfoma solitario, extranodal ou linfomas em estadio I. A
cirurgia pode ainda ser util num plano paliativo onde, por exemplo, um linfonodo esteja a

provocar efeito massa, com consequentes efeitos adversos (Vail et al., 2020).

No caso de um linfoma esplénico primario, que costuma ser de carater indolente, a
esplenectomia € uma opgao valida e de progndstico favoravel. No entanto, é importante fazer
um estadiamento de forma a averiguar se existe envolvimento multicéntrico (Van Stee et al.,
2015). A imunofenotipagem nestes casos é relevante, pois 0 progndstico dos linfomas de tipo
T foi pior quando comparado com os de tipo B (Dobson et al., 2001; Ponce et al., 2004; Rebhun
et al., 2011).
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1.9.3. Radioterapia

Apesar da sua sensibilidade a radiagao, a radioterapia tem um papel limitado no
tratamento de linfomas, visto que esta doenga é tipicamente sistémica. No entanto, pode estar
indicada em casos especificos (Tabela 2) (Berlato et al., 2012; George et al., 2016; Vail et al.,
2020).

Tabela 2 - Potenciais indica¢des para radioterapia no linfoma (Adaptado de Vail et al., 2020)

Para linfoma de estadio | e linfoma extranodal
solitario, como: linfoma nasal, linfoma cutaneo e
linfoma espinhal

Tratamento curativo

Para doenca local, como: linfadenopatia
mandibular, linfoma rectal, linfoma mediastinico
com sindrome pré-cava e envolvimento dsseo
localizado

Radioterapia de corpo inteiro Com ou sem transplante de medula 6ssea ou
células estaminais

Radioterapia de metade do corpo Apods remisséao induzida por quimioterapia

O tratamento da forma multicéntrica requer uma sesséo de radiagao do corpo todo

Tratamento paliativo

ou duas sessdes onde, em cada sessao, uma metade do corpo € irradiada. O ultimo método,

ao contrario do primeiro, causa menos efeitos secundarios (Zandvliet, 2016).

O uso mais comum é como terapia adjuvante para a quimioterapia sistémica,
podendo ser radiagdo do corpo todo ou radiagdo de metade do corpo. A primeira opg¢ao requer
transplante de medula éssea ou células estaminais do sangue periférico devido ao risco de
supressao severa da medula 6ssea. A segunda op¢ao tem vindo a ser a mais comum. Esta
pode ser realizada durante ou apés o protocolo quimioterapico (Zandvliet, 2016). Num estudo
onde foi realizada radioterapia de metade do corpo apds 11 semanas de quimioterapia,
concluiu-se que, apesar do aumento promissor da taxa de resposta e da duragao da remissao,
estes aumentos ndo sao suficientes para ter relevancia clinica, nem para justificar o valor

deste tipo de tratamento (Williams et al., 2004).

Outro estudo relativamente recentemente, que avaliou o resultado/outcome de caes
submetidos a radioterapia adjuvante a quimioterapia, sugere uma possivel melhoria nestes

caes quando comparados com os que receberam apenas quimioterapia (Lurie et al., 2009).



1.9.4. Imunoterapia
1.9.4.1. Anticorpos monoclonais

Ao contrario do que ocorre na oncologia humana, o desenvolvimento de anticorpos

monoclonais na oncologia veterinaria encontra-se na sua infancia (Thamm, 2019).

Na medicina humana, o protocolo constituido pelo rituximab, ciclofosfamida,
doxorrubicina, vincristina, prednisona ou prednisolona (R-CHOP) aumentou
significativamente a duragdo das primeiras remissdes e o tempo de sobrevivéncia. Este
protocolo associa o CHOP ao rituximab. O rituximab tem como alvo o antigénio CD20,
provocando uma resposta imunitaria citotéxica nas células (Thamm, 2019; Vail et al., 2020;
Zandvliet, 2016). Nos caes este anticorpo, apesar da expressao positiva de CD20, nao teve
atividade terapéutica (Impellizeri et al., 2006). Isto motivou a comunidade académica a
desenvolver uma versao canina (Dias et al., 2021). Um estudo recente gerou um anticorpo
que obteve resultados promissores, com um efeito citopatico alto, e os ensaios clinicos estao

a ser preparados (Mizuno et al., 2020).

Em 2012 e 2014, os anticorpos blontuvetmab (AT-004) e tamtuvetmab (AT-005),
respetivamente, obtiveram aprovagao condicional por parte do Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos (DAEU) (Aratana Therapeutics, 2014; Dias et al., 2021). Um estudo
realizado por Musser et al. (2022), que tinha como objetivo avaliar o intervalo livre de doenga,
estudou a utilizagdo de L-CHOP associado ao anticorpo AT-005 no tratamento de linfoma de
tipo T, para o qual esta indicado. A populagao sujeita a AT-005 teve um ILD inferior a populagao
com placebo, embora o anticorpo ndo tenha afetado estatisticamente o ILD segundo os
autores. A avaliagao final deste anticorpo acabou por ser dificil de averiguar devido a amostra
pequena, porém, foi reportado que este anticorpo nao tem especificidade para o alvo
pretendido e que o outcome clinico dos cées, quando comparados com uma populagao sujeita
apenas a quimioterapia, nao melhorou (Aratana Therapeutics, 2015; Dias et al., 2021; Musser
et al., 2022; Thamm, 2019).

1.9.4.2. Vacinas anti-tumorais

A investigacdo de vacinagdo anti-tumoral é tema presente na investigagcao
veterinaria, embora a maioria das abordagens nao tenha resultado em ganhos significativos
no tempo de remissao ou tempo de sobrevida (Vail et al., 2020). Um estudo promissor, onde
o tempo de sobrevida mediano foi significativamente superior no grupo vacinado, nao possuiu
um grupo de controlo nem aleatoriedade. Além disso, o protocolo de quimioterapia era

ciclofosfamida, vincristina, prednisona ou prednisolona (COP) em vez de CHOP, este ultimo
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considerado superior, ficando impossivel de determinar se a escolha de outro protocolo

“superior” resultaria também nesta melhoria do tempo de sobrevida (Thamm, 2019).

Outro tipo de vacina promissora tem como base as proteinas de choque térmico
(HSPs), com o objetivo de estimular a resposta imunitaria celular (Dias et al., 2021; Martins,
2018). Um estudo de Marconato et al. (2014), onde uma vacina deste tipo, ou placebo, foi
associada a protocolo CHOP, resultou num periodo sem sinais de linfoma superior. Apesar de
promissor, este estudo possuia uma amostra pequena, uma distribuicdo desigual e fatores de
prognéstico mais favoraveis para o grupo vacinado, o que pode justificar os maus resultados
do grupo que recebeu placebo. Esta vacina, denominada de APAVAC®, ja se encontra
disponivel (Thamm, 2019).

1.9.4.3. Imunoterapia adaptativa

Um tipo de imunoterapia adaptativa, a terapia com células T, denominada de células
T com recetores de antigénio quimérico (CAR-T), tem sido promissora na oncologia humana.
No entanto, esta vertente ainda se encontra em desenvolvimento na medicina veterinaria, com

ensaios clinicos em caes a terem inicio recentemente (Cockey & Leifer, 2023).

As CAR-T séo linfécitos T geneticamente modificados para expressar um recetor de
células T sintético, que tem como alvo antigénios da superficie do linfoma, possibilitando o
reconhecimento das células tumorais (Cockey & Leifer, 2023; Thamm, 2019; Vail et al., 2020).
Um primeiro estudo desta terapéutica foi realizado em caes com recidiva de linfoma do tipo
B, com especificidade dos recetores de antigénio quiméricos para o antigénio CD20. Os
resultados foram promissores, com o tratamento a ser bem tolerado, resultando numa
atividade anti-tumoral modesta, embora transitéria (Panjwani et al., 2016). Outro estudo
demonstrou a viabilidade e eficacia no aumento do tempo da primeira remissao e do tempo
de sobrevida em linfomas multicéntricos (O’Connor et al., 2012). Neste momento encontram-

se a decorrer ensaios clinicos desta nova abordagem (Vail et al., 2020).

Outra alternativa as células T sao as células natural killer (NK). Apesar de seguras, a
sua eficacia clinica é pior do que as CAR-T e possuem um tempo de vida in vivo inferior.
Existem ainda outras alternativas a serem exploradas, como os linfocitos T yd e macréfagos,
mas, assim como as células NK, estas alternativas ndo tém uma eficacia clinica equivalente
as CAR-T (Cockey & Leifer, 2023).
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1.9.5. Inibidores de moléculas pequenas

Os inibidores de moléculas pequenas inibem a fun¢ao das proteinas alvo, ao ligarem-
se a estas. Devido ao tamanho reduzido destas moléculas, estas conseguem ligar-se a uma

maior quantidade de alvos quando comparados com os anticorpos (Liu et al., 2022).

O idelalisib € um inibidor da isoforma delta de fosfoinositideo 3-quinase, estando
atualmente aprovado para uso humano em linfomas do tipo B (Thamm, 2019). O RV1001 é
uma formulagao oral deste inibidor avaliada num estudo de fase I/ll, onde se concluiu que a
administracdo de RV1001 esta associada a respostas aos linfomas e, portanto, que o RV1001

€ uma opcao terapéutica promissora (H. L. Gardner et al., 2018).

As cinases de tirosina (TK) sdo enzimas envolvidas nas vias de sinalizacao celular
(Heidemann, 2021). O grupo dos inibidores das TK é composto de moléculas que inibem a
atividade de TK especificas (Papich, 2016).

O fosfato de toceranib (Palladia®) pertence ao grupo dos inibidores das TK e os seus
alvos incluem os recetores de cinases de tirosina (TKR), recetor 2 do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGFR2), e os genes recetor A do fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGFRA) e KIT, estando o Palladia® indicado para o tratamento de mastocitomas
(H. Gardner et al., 2016; London et al., 2009; Papich, 2016). O seu uso esta a ser explorado

em outros tipos de tumores, como é o caso do linfoma (Choi et al., 2021).

Foi realizado um estudo para aferir os efeitos do Palladia® nos linfomas
multirresistentes. Uma quimioterapia de multiplos farmacos baseada em doxorrubicina,
apesar de eficiente, acaba por resultar neste tipo de linfomas. Os resultados do estudo
demonstraram que a monoterapia com Palladia® foi bem tolerada, sem efeitos adversos

sérios, e que dois dos cinco caes obtiveram uma resposta parcial (Yamazaki et al., 2017).

O masitinib (Masivet®) é outro agente anti-tumoral que pertence ao grupo dos
inibidores das TK (Papich, 2016). O seu uso off-label na Europa revelou dados interessantes.
Um destes é o seu uso em casos de linfoma, tendo sido administrado como protocolo de
manutengédo em caes com linfoma do tipo T (H. Gardner et al., 2016, 2016; Jagielski et al.,
2011; Serres et al., 2010). Para alguns dos cdes uma monoterapia com masitinib foi suficiente
para manter uma remissao completa ou clinica (Ogilvie et al., 2011). Outro estudo in vitro teve
como objetivo averiguar o potencial do masitinib para reverter a resisténcia a farmacos. Foi
demonstrado que o masitinib potencia o efeito antiproliferativo das células linfoides resistentes
a doxorrubicina, sendo um possivel candidato promissor para os linfomas resistentes a

doxorrubicina (Zandvliet, Teske, et al., 2013).
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A rabacfosadina (Tanovea®) é um farmaco aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de linfoma canino. Atua ao inibir as principais
polimerases do DNA. Isto resulta na inducdo de apoptose nas células linfoides tumorais
devido a inibigdo da sintese de DNA (Thamm, 2019). Dependendo do tratamento prévio e do
imunofendtipo, as respostas podem variar entre 50% a 85% (Saba et al., 2018; Vail et al.,
2009). Um estudo que alternava Tanovea® e doxorrubicina em cées ainda n&o submetidos a
quimioterapia revelou dados promissores, similares a um protocolo CHOP convencional,
indicando um possivel tratamento de primeira linha no futuro (Thamm, 2019; Thamm et al.,
2017).

Outro estudo concluiu que o Tanovea® aparenta ser um tratamento efetivo para caes
com linfoma multicéntrico, de células intermédias a grandes, sem tratamento prévio (Saba et
al., 2020). Por ultimo, o uso de Tanovea® associado a l-asparaginase em casos de linfoma
multicéntrico recidivante aparenta ser seguro e eficiente, sendo necessarios mais estudos
para avaliar se este protocolo é superior a um protocolo monofarmaco de Tanovea® (Cawley
et al., 2020). Como outros farmacos citotdxicos para linfomas, os melhores resultados sao
observados em linfomas de tipo B. Atualmente a rabacfosadina é utilizada em resgate ou em
primeira linha com doxorrubicina (Postorino et al., 1989; Reiser et al., 2008; Saba et al., 2018;
Vail et al., 2009).

O verdinexor (Laverdia®) é um farmaco oral que inibe a exportina-1 (XPO-1),
responsavel pela ligagdo e exportagdo nuclear de uma grande variedade de genes
supressores tumorais importantes (Thamm, 2019). Foram realizados estudos de fase |l e Il em
caes com linfoma com resultados promissores, embora esta opgao terapéutica ainda esteja
na sua infancia (London et al., 2014; Sadowski et al., 2018). Uma vantagem deste farmaco é
o facto de ndo ser um substrato da gp-P canina, ndo estando em risco para reacoes adversas
a farmacos. Isto significa que os caes afetados pelo gendtipo MDR1, ou de estado
desconhecido, podem ser tratados com doses normais. Outro fator positivo € ndo provocar

quimiorresisténcia (Mealey & Burke, 2023).

1.10. Prognoéstico

O progndstico para cdes com linfoma é altamente variavel, dependendo de uma
quantidade consideravel de fatores. E uma doenca em que a cura é alcangada com raridade,
mas, onde é possivel providenciar aos animais remissdes completas e uma boa qualidade de
vida. Os fatores de prognéstico identificados com mais consisténcia sao o imunofendtipo, o

subestadio OMS e a classificacdo de indolente (Vail et al., 2020). E possivel observar um
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resumo dos fatores de prognostico mais pertinentes na Tabela 3 - Fatores de progndstico
(Adaptado de Vail et al., 2020).

As ragas com uma maior probabilidade de desenvolver linfoma de células B sé&o o
Scottish Terrier, Border Collie, Cavalier King Charles Spaniel, Basset Hound e o Doberman
Pinscher, enquanto o Boxer, Lébrel Irlandés, Shih-tzu, Airedale Terrier, Yorkshire Terrier e o
Husky Siberiano tém uma maior chance de desenvolver linfoma de tipo T (Fahey et al., 2011;
Goodman et al.,, 2016; Lurie et al., 2004, 2008; Modiano et al., 2005; Zandvliet, 2016).
Relativamente aos Boxers, um estudo recente também sugere que o oufcome clinico é

potencialmente pior em Boxers (Goodman et al., 2016).

Alguns estudos mais antigos sugerem que o sexo pode ter influéncia no prognéstico,
enquanto outros recentes sugerem o oposto. As fémeas esterilizadas tendem a ter um melhor
prognostico, enquanto que os machos tém um pior prognéstico, embora isto possa ser devido
a uma aparente maior incidéncia do imunofenétipo T nestes ultimos (E. T. Keller et al., 1993;
MacEwen et al., 1987; Vail et al., 2020; Villamil et al., 2009).

O local anatémico do linfoma tem importancia prognéstica. O linfoma cutaneo difuso,
gastrointestinal difuso, hepatoesplénico e do sistema nervoso central (SNC) primario
costumam ter um pior progndstico (Vail et al., 2020). No caso de linfoma cutaneo T indolente

com infiltrado linfocitico, os caes possuem tempos de sobrevida longos (Affolter et al., 2009).

Os caes que se apresentam com o subestadio b da OMS tém um pior
desenvolvimento da doenca do que os cdes com subestadio a (Jagielski et al., 2002; Teske,
van Heerde, et al., 1994). Os caes com estadio | e Il tém um melhor progndstico em relacao

aos caes em estadios mais avangados, nomeadamente Ill, IV e V (Vail et al., 2020).

A presenca de anemia é um fator de prognéstico significativo, estando correlacionado
com um tempo de sobrevida menor (Abbo & Lucroy, 2007; Davies et al., 2018; Miller et al.,
2009). Contudo, o0 mecanismo que explica o seu valor progndstico € desconhecido (Purzycka
et al., 2020).

A analise da capacidade de expressao génica pode vir a destacar-se no futuro no
prognostico e subcategorizagado dos linfomas em categorias prognodsticas. O seu uso em
medicina veterinaria ainda n&o € amplo, sendo utilizada em medicina humana no progndstico
e decisao terapéutica (Frantz et al., 2013; Thomas et al., 2003; Vail et al., 2020; Zamani-
Ahmadmahmudi et al., 2016).

Tabela 3 - Fatores de prognéstico (Adaptado de Vail et al., 2020)

Fator de prognéstico Associagao

Histopatologia/subclassificagdao Forte
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Imunofenétipo
Estadio OMS
Subestadio OMS
Sexo
Analise da expressao genética
Localizagdao anatémica
Anemia
Analise molecula'r gie doenca residual
minima
Tratamento prévio com corticosteroides
Linfadenopatia mediastinica cranial

Toxicidade hematolégica induzida por
quimioterapia

Localizagao geografica
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Em investigagao
Forte

Em investigagao
Forte
Forte
Forte

Em investigagao

Forte
Forte

Em investigagao

Em investigagao



lll. Estudo retrospetivo de 29 casos de linfoma canino

1. Material e métodos

O presente trabalho consiste em um estudo retrospetivo realizado com o objetivo de
avaliar a influéncia do imunofendétipo na escolha do protocolo terapéutico e outcome clinico
de cdes com linfoma canino. Os 29 cdes que integraram a amostra do estudo eram
provenientes do ARHV, sendo seguidos neste hospital. O estudo abrangeu um periodo

compreendido entre janeiro de 2018 e junho de 2023.

1.1. Critérios de inclusao

Foram incluidos todos os animais da espécie canina, com historial clinico registado,
com diagnostico citolégico ou histopatoldgico de linfoma canino, com imunofenotipagem

realizada e com, no minimo, 4 sessdes de quimioterapia realizadas.

1.2. Critérios de exclusao

Foram excluidos todos os animais que nao cumpriam o0s requisitos descritos

previamente.

1.3. Recolha de dados

Os dados utilizados para a realizacao deste estudo retrospetivo foram obtidos através
da analise dos registos de consultas no ARHV, com recurso ao programa QVET®. Apos a

selecdo de casos, a amostra final consistia em 29 caes.

Com recurso ao programa Microsoft® Office 365 Excel versdo 2309, foram registados

todos os dados numa base de dados.

Através das fichas clinicas, foram recolhidos dados como a idade, sexo, condigédo
reprodutiva, racga, historial prévio de neoplasias, sinais clinicos a data da consulta e durante o
processo da doenga, exame fisico, exames complementares de diagndstico e resultados,
exame complementar de diagndstico de linfoma utilizado, protocolo de tratamento inicial, se
ocorreu alteragédo do protocolo apds imunofenotipagem, protocolo de tratamento de resgate,
necessidade de hospitalizacao, efeitos secundarios a quimioterapia, data da morte, causa da

morte e dados relativos ao acompanhamento .
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Através dos relatorios citoldgicos e histopatoldgicos, foram obtidos dados sobre o tipo
de linfoma, grau, embora nao fosse possivel aferir o grau V porque nao foi realizada uma
puncdo de medula na totalidade dos caes, e imunofendtipo. Relativamente a classificagdo
histologica, esta foi considerada sempre que tenha sido realizada histopatologia e referido no
relatério a conclusdo do patologista. Caso contrario, considerou-se que nado existia

informacéao.

1.4. Analise estatistica

Para a caraterizacdo da amostra, realizou-se uma analise estatistica descritiva com
recurso a uma empresa externa de estatistica, a Especialistas Académicos e, posteriormente,
com auxilio do programa IBM® SPSS® Statistics. Além da analise descritiva, também foi

realizada com este programa a estatistica inferencial e analise de sobrevida.

Utilizou-se a estatistica descritiva na organizacdo e representagdo de dados da
amostra, construindo com a informacgao obtida tabelas de frequéncia, graficos e calculando a

tendéncia central, ou seja, média, mediana e moda.

O obijetivo principal deste estudo foi averiguar se o resultado da imunofenotipagem
(classificagao em linfoma T ou B) teve influéncia na escolha do protocolo quimioterapico. Os
restantes objetivos foram uma analise geral do linfoma canino, como, por exemplo, o tempo
de sobrevida, ou seja, o periodo que decorreu desde o inicio da sintomatologia até a morte e
a duragao da primeira remissao, ou seja, o periodo que decorreu desde o inicio do tratamento

até a data da primeira recidiva.

Neste estudo, o tempo foi definido como a quantidade de dias que os céaes

permaneceram nele.

Na analise de sobrevida, a variavel dependente é o tempo que decorreu até
determinado evento, permitindo considerar todos os animais que entraram no estudo, mesmo
que ndo acabem por atingir determinado evento. Isto pode acontecer devido a abandono do
estudo, casos perdidos no seguimento clinico ou porque o estudo terminou. Caso umas das
situagdes prévias ocorra, designa-se o animal como censurado, ou seja, censurado significa
que o animal ndo desenvolveu o evento até ao final da data do estudo. Para a analise de
sobrevida, utilizou-se o método de Kaplan-Meier, avaliando também a influéncia de varios
fatores de progndstico no tempo de sobrevida. Considerou-se estatisticamente significativo

quando p < 0,05.
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Na analise retrospetiva dos registos dos caes incluidos no estudo, observou-se que
estes animais foram tratados consoante a situagao socioeconémica dos tutores, e, em alguns

casos, instituicdes de protecédo dos animais.

2. Resultados

2.1. Caraterizagcao da amostra

A amostra deste estudo é composta por 29 cades (n), todos com linfoma
diagnosticado, imunofenotipagem realizada e, pelo menos, 4 sessbes de quimioterapia

efetuadas.

2.1.1. Idade

O intervalo de idades da amostra, a data do diagnéstico, esteve compreendido entre
os 2 e 15 anos, com uma média de 8,59 anos e uma mediana de 10 anos. As idades foram
agrupadas em duas faixas etarias, até 7 anos e mais de 7 anos, com a faixa etaria mais
observada a ser a acima de 7 anos (n=19, 65,5%). O Grafico 1 e o Grafico 2 apresentam a

distribuicao de idades e faixas etarias do grupo estudado, respetivamente.
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Grafico 1 — Distribuicdo da amostra conforme a idade
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Grafico 2 - Distribuigdo da amostra conforme a faixa etéaria
2.1.2. Raga

Relativamente a distribuicdo de racas da amostra, a maioria dos caes era de racga
pura (n=22, 75,9%). As racas mais frequentes foram o Boxer (n=3, 13,6%) e o Labrador

Retriever (n=4, 18,1%). As restantes ragas podem ser observadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Distribuicdo da amostra de conforme a raga

Raga Frequéncia Percentagem (%) ‘
Airedale Terrier 1 4.5
Boerboel 1 4.5
Border Collie 1 4.5
Boxer 3 13,6
Chihuahua 1 4,5
Cocker Spaniel Inglés 1 4.5
Golden Retriever 1 4.5
Labrador Retriever 4 18,1
Le&do da Rodésia 1 4,5
Pug 1 4,5
Samoyedo 1 4.5
Serra da Estrela 1 4.5
Serra de Aires 1 4,5
Spitz Alemao 1 4,5
Springer Spaniel Inglés 1 4,5
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Teckel de pelo liso 1 4,5
West Highland White Terrier 1 4,5
Total 22 100

2.1.3. Sintomas na consulta inicial

Na apresentacdo clinica inicial, os sintomas apresentados pelos cdes foram o
principal motivo da consulta em todos os caes (n=29, 100%). O sintoma mais comum a data
da primeira consulta foi o aumento dos GL (n=13, 44,83%). Os restantes sintomas mais
comuns eram a perda de peso (n=7, 24,1%), a hiporexia (n=6, 20,7%) e a diarreia (n=6,
20,7%). A distribuicdo dos sintomas estd representada no Gréafico 3. Todos os caes

apresentavam, pelo menos, um sintoma na primeira consulta (n=29; 100%).
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Grafico 3 — Distribuicao da amostra conforme os sintomas a consulta

Relativamente aos 4 animais com sangue nas fezes, apenas em um esta se
encontrava classificada, sendo hematoquezia.

2.1.4. Sinais clinicos na consulta inicial

Na consulta inicial, todos os caes (n=29, 100%) apresentavam, pelo menos, um sinal

clinico. A apresentagao dos sinais clinicos foi dividida em grupos, consoante o tipo de sinal
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clinico observado. A distribuicdo dos sinais clinicos aferidos pelo exame fisico e analises
clinicas esta representada no Grafico 4.
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Grafico 4 — Distribuicdo dos sinais clinicos ao exame fisico e problemas nas analises

laboratoriais da primeira consulta

E possivel observar que o sinal clinico mais comum foi a linfadenomegalia ao exame
fisico (n=26, 89,7%). A linfadenomegalia era, na sua maioria, generalizada (n=20, 76,9%).
Quando esta nado era generalizada, ou seja, focal (n=6, 23,1%), era na sua maioria localizada
na regiao submandibular (n=5, 83,3%). Apenas um cé&o (3,4%) apresentava o iCa aumentado,
sendo o seu valor de 1,56 mmol/L [1,12-1,40 mmol/L]. No entanto, este valor ndo foi medido
em 18 dos 29 céaes (62,1%). AALT, por sua vez, ndo foi medida ou o seu valor ndo constava
na ficha clinica de 5 animais (17,2%).

2.1.5. Exame ecografico

A ecografia, foi novamente realizada uma observagéo dos GL, com a maioria dos
caes (n=28, 96,6%) a apresentar linfadenomegalia. Apenas um cao nao tinha informagdes
sobre este exame complementar. Apenas se observou em 17 casos um claro aumento de GL
especificos. Os GL de maiores dimensodes a ecografia foram os iliacos mediais (n=7, 41,2%),

os inguinais (n=3, 17,6%) e os mesentéricos (n=3, 17,6%). Os restantes GL observados com
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um aumento claro de tamanho foram o axilar (n=1, 5,9%), o cdlico (n=1, 5,9%), o porta (n=1,

5,9%) e o pré-escapular (n=1, 5,9%).

Também se avaliou ecograficamente o figado e o bago. Relativamente ao bago, a
maioria dos caes (n=16, 55,2%) apresentava esplenomegalia e, apesar de 9 cées (31%) com
suspeita de infiltracdo esplénica, em apenas 3 deles (10,3%) esta suspeita foi confirmada.
Relativamente ao figado, uma minoria apresentava hepatomegalia (n=10, 34,5%). Apenas se
suspeitou de 1 caso (3,4%) de infiltracdo hepatica, no entanto, 2 caes apresentavam infiltracédo
hepética confirmada (6,9%). E possivel observar a distribuicdo da infiltracdo esplénica e
hepatica no Grafico 5.
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Grafico 5 — Distribuicao da amostra consoante o exame ecogréfico do bago e figado

2.1.6. Tipo de linfoma

Dos 29 casos de linfoma canino analisados, a grande maioria era do tipo multicéntrico
(n=27, 93,1%), com os restantes a serem alimentar (n=1, 3,4%) e mediastinico (n=1, 3,4%).

E possivel observar a distribuigao do tipo de linfomas na Figura 3.
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Figura 3 - Tipo de linfoma

2.2. Diagnéstico

Nos 29 casos estudados, a PAAF de um GL (n=24, 82,8%) foi o método de
diagnéstico utilizado na maioria dos casos, tendo sido utilizada a histopatologia nos restantes
casos (n=5, 17,2%).

2.2.1. Tamanho celular, grau e imunofenétipo

Relativamente ao tamanho celular, a maioria dos linfomas era de células grandes
(n=20, 69%), com apenas 7 de células médias (24,1%). As fichas clinicas e relatorios
citolégicos ou histopatolégicos de 2 casos clinicos (6,9%) ndo possuiam informagbes
relativamente ao tamanho celular. Sobre o grau do linfoma, a maioria era de grau alto (n=22,
75,9%). A distribuicdo do tamanho celular e do grau esta representada no Grafico 6 e Grafico
7.

Quanto a imunofenotipagem, a maioria dos linfomas era de imunofenétipo B (n=24,

82,8%), sendo os restantes (n=5, 17,2%) de imunofendtipo T.
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Grafico 6 - Distribuicdo da amostra conforme o tamanho celular do linfoma
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Grafico 7 - Distribuigdo da amostra conforme o grau do linfoma

60



2.2.2. Estadiamento

Realizou-se o estadiamento dos cades em estudo, de acordo com o sistema de
estadiamento clinico da OMS. A maioria dos caes apresentava-se, em consulta, no estadio Il

(n=24, 82,8%). A distribuicdo dos estadios encontra-se representada no Grafico 8.

3,40%

= Estadio| = Estadio lll = Estadio IV

Grafico 8 - Distribuicdo da amostra conforme o estadio OMS

Também se atribuiu um subestadio (a ou b) a estes cdes, com o mais comum a ser
o b (n=16, 55,2%), ou seja, caes que apresentavam sinais clinicos sistémicos, com os

restantes 13 cées (44,8%) a nao apresentarem sinais sistémicos.

2.3. Tratamento quimioterapico
2.3.1. Indugao

Dos 29 caes no estudo, 15 (51,7%) realizaram prednisolona antes de iniciar o

protocolo quimioterapico.

Relativamente ao protocolo, o CHOP foi 0 mais utilizado como primeira abordagem
(n=27, 93,1%). Os restantes protocolos utilizados como primeira abordagem foram o LOP
(n=1, 3,4%) e um protocolo constituido por lomustina, prednisona ou prednisolona (LP) (n=1,
3,4%).

Apenas 8 caes (27,6%) comegaram um protocolo quimioterapico apds a realizagao
da imunofenotipagem, com os restantes 21 (72,3%) a iniciarem um protocolo antes de
saberem o imunofendtipo do linfoma. Destes 21 caes, apenas 3 (14,3%) sofreram uma
alteragao do protocolo. Destes 3, 2 (66,6%) eram de imunofendtipo T.
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Apos a realizagdo da imunofenotipagem de todos os cées, o CHOP continuou a ser
o protocolo mais utilizado (n=25, 86,2%), seguido de um protocolo constituido por lomustina,
vincristina, prednisona ou prednisolona (LVP) (n=2, 6,9%), LP (n=1, 3,4%) e um protocolo
constituido por lomustina, ciclofosfamida, prednisona ou prednisolona (LCP) (n=1, 3,4%). A
distribuicdo dos protocolos, agrupados em protocolos que utilizam doxorrubicina ou lomustina,

encontra-se representada na Tabela 5.

Tabela 5 - Distribuicdo da amostra conforme a base do protocolo quimioterapico

Base do protocolo Frequéncia Percentagem (%)
Doxorrubicina 25 86,2
Lomustina 4 13,8
Total 29 100

2.3.2. Reinducgao e resgate

A maioria dos caes (n=19, 65,5%) nao realizou um protocolo de resgate. Daqueles
que o realizaram (n=10, 34,5%), a maioria foi submetida a lomustina e prednisolona (n=9,

90%), com apenas um paciente a ser submetido ao protocolo CHOP (n=1, 10%).

2.3.3. Efeitos secundarios da quimioterapia

Quanto aos efeitos secundarios da quimioterapia, a maioria dos caes (n=19, 65,5%)
nao demonstraram quaisquer sinais de efeitos adversos. Relativamente aos que
apresentaram sinais (n=8, 27,6%), os mais comuns foram diarreia (n=4, 50%), anorexia (n=4,
50%), prostracédo severa (n=3, 66,6%) e emese (n=3, 66,6%). Nao foi possivel avaliar a
presenca de efeitos secundarios em 2 caes (6,9%). A distribuicao dos efeitos secundarios a

quimioterapia encontra-se representada na Tabela 6.

Tabela 6 - Distribuigdo da amostra conforme os efeitos secundarios a quimioterapia

Efeito secundario Frequéncia Percentagem (%) ‘
Sem efeitos secundarios 19 65,5
Impossibilidade de avaliar 2 6,9
Anorexia 4 13,8
Pustulas 1 3,4
Diarreia 4 13,8
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Emese 3 10,3

Febre 1 3,4
Hiporexia 1 3,4
Neutropenia (grave) 1 3,4
Perda de peso (grave) 1 3,4
Prostragéao (grave) 3 10,3

2.3.4. Hospitalizagao

Uma ligeira maioria dos cées (n=15, 51,7%) foi hospitalizada no decorrer do processo

de tratamento oncoldgico.

2.3.5. Duragao da primeira remissao

Relativamente aos caes que entraram em remissao, uma minoria entrou em remissao
total (n=11, 37,9%). Esta remissao total foi definida como o periodo de tempo no qual um cao
nao apresentou progressao de doenga e sintomas ou sinais clinicos associados ao linfoma,
podendo também ser denominada de “intervalo livre de doenga”. Dos que entraram em
remissao, esta teve uma duracao entre 97 e 259 dias, com uma média de 142 dias. Estes

dados encontram-se representados na Tabela 7.

Tabela 7 - Média e mediana da amostra que atingiu uma primeira remissao total

Média Mediana ‘
Intervalo de confianca Intervalo de confianca
95% 95%
Estimado Desvio Limite Limite Estimado Desvio Limite Limite
padrao inferior superior padrao inferior superior
142,000 19,287 104,198 179,802 122,000 36,882 49,711 194,289

2.3.6. Tempo de sobrevida

Realizou-se o método e curva do tempo de sobrevida de Kaplan-Meier, de forma a
observar a evolugao de um céo, desde o diagnéstico de linfoma ou sintomatologia muito
sugestiva, até a ocorréncia do evento em estudo. O tempo médio de sobrevida nos caes em
estudo foi de 261 dias, com um intervalo de confianca de 95% com limite inferior de 141 dias
e um limite superior de 381 dias. O tempo mediano de sobrevida foi 167 dias, com limite
inferior de 113 dias e limite superior de 221 dias. A curva de Kaplan-Meier do tempo de

sobrevida encontra-se representada no Grafico 9.
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Relativamente ao numero de cdes que morreram, apenas 7 (24,1%) dos cées
estudados ndo morreram no periodo em estudo, enquanto 20 (69%) morreram e 2 (6,9%)
pararam de ser seguidos. Dos 20 cdes que morreram, 17 (85%) foram submetidos a
eutanasia, 2 (10%) morreram de causas nao relacionadas com linfoma e 1 (5%) morreu de

causa desconhecida.
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Grafico 9 - Curva de Kaplan-Meier do tempo de sobrevida da amostra total de cides com

linfoma

2.4. Analise do tempo de sobrevida
2.4.1. Imunofendtipo
Pretendeu-se verificar a influéncia do imunofendtipo no tempo de sobrevida.

Dos 24 caes de imunofenétipo B, ocorreu o evento em 16 (66,6%). Estes caes

apresentaram um tempo de sobrevida médio de 283,160 dias e mediano de 169 dias.

Dos 5 caes de imunofenétipo T, ocorreu o evento em 4 (80%). Estes caes
apresentaram um tempo de sobrevida médio de 140,400 dias e mediano de 121 dias (Grafico
10).

Observando estes resultados estatisticos, € possivel observar que, de forma geral,
os caes com linfoma de imunofenétipo B apresentaram, em média, um tempo de sobrevida

superior aos de imunofendtipo T.
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No entanto, ndo se verificou uma diferenga estatisticamente significativa, sendo p
superior a 5% no teste Log Rank (p=0,353), Breslow (p=0,505) e Tarone-Ware (p=0,437).
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Grafico 10 - Curva de Kaplan-Meier comparando o tempo de sobrevida em caes com

imunofendétipoBe T

2.4.2. Subestadio

Pretendeu-se verificar a influéncia do subestadio OMS ao diagndstico no tempo de

sobrevida.

Dos 13 caes de subestadio a, ocorreu o evento em 8 (61,5%). Estes caes
apresentaram um tempo de sobrevida médio de 204,495 dias e mediano de 170 dias. Dos 5
céaes de subestadio b, ocorreu o evento em 12 (75%). Estes caes apresentaram um tempo de

sobrevida médio de 211,082 dias e mediano de 121 dias (Grafico 11).

Observando estes resultados estatisticos, € possivel observar que, de forma geral,

os caes de subestadio a e b apresentaram um tempo de sobrevida médio similar.

Nao se verificou, portanto, uma diferenga estatisticamente significativa, sendo p

superior a 5% no teste Log Rank (p=0,339), Breslow (p=0,273) e Tarone-Ware (p=0,310).
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Grafico 11 - Curva de Kaplan-Meier comparando o tempo de sobrevida em caes com

subestadioae b

2.4.3. Prednisolona

Pretendeu verificar-se a influéncia da utilizacido de prednisolona previamente ao

inicio da quimioterapia no tempo de sobrevida.

Dos 15 caes que tomaram prednisolona previamente, ocorreu o evento em 10
(71,4%). Estes caes apresentaram um tempo de sobrevida médio de 141,378 dias e mediano
de 167 dias. Dos 14 caes que nao tomaram prednisolona previamente, ocorreu o evento em
10 (66,6%). Estes caes apresentaram um tempo de sobrevida médio de 292,683 dias e
mediano de 228 dias (Grafico 12).

Observando estes resultados estatisticos, € possivel observar que, de forma geral,
os caes de que tomaram prednisolona previamente a quimioterapia apresentaram, em média,

um tempo de sobrevida inferior aos que nao tomaram previamente.

No entanto, ndo se verificou uma diferenca estatisticamente significativa, sendo p
superior a 5% no teste Log Rank (p=0,380), Breslow (p=0,252) e Tarone-Ware (p=0,297).
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Grafico 12 - Curva de Kaplan-Meier comparando o tempo de sobrevida em caes que

tomaram prednisolona antes e apds a quimioterapia

2.4.4. Anemia
Pretendeu-se verificar a influéncia da anemia ao diagndstico no tempo de sobrevida.

Dos 5 caes que se apresentaram com anemia ao diagndstico, ocorreu o evento em
4 (80%). Estes caes apresentaram um tempo de sobrevida médio de 83,200 dias e mediano
de 91 dias. Dos 16 caes que nao se apresentaram com anemia ao diagndstico, ocorreu o
evento em 8 (66,6%). Estes caes apresentaram um tempo de sobrevida médio de 287,741

dias e mediano de 170 dias (Gréfico 13).

Observando estes resultados estatisticos, é possivel observar que, quando
comparados 0s grupos, 0s que se apresentaram com anemia ao diagndstico tiveram um

tempo de sobrevida médio significativamente inferior, com uma diferenca de 204,541 dias.

Verificou uma diferenga estatisticamente significativa, sendo p inferior a 5% no teste
Log Rank (p=0,025), Breslow (p=0,033) e Tarone-Ware (p=0,029).
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Grafico 13 - Curva de Kaplan-Meier comparando o tempo de sobrevida em caes com e sem

anemia ao diagndstico

2.4.5. Trombocitopenia

Pretendeu-se verificar a influéncia da trombocitopenia ao diagndstico no tempo de

sobrevida.

Dos 6 cédes que se apresentaram com trombocitopenia ao diagnostico, ocorreu o
evento em 5 (83,3%). Estes cées apresentaram um tempo de sobrevida médio de 106 dias e
mediano de 109 dias. Dos 23 cées que se apresentaram sem trombocitopenia ao diagnéstico,
ocorreu o evento em 15 (65,2%). Estes caes apresentaram um tempo de sobrevida médio de
289,462 dias e mediano de 170 dias (Grafico 14).

Observando estes resultados estatisticos, € possivel observar que, quando
comparados 0s grupos, os que se apresentaram com trombocitopenia ao diagnéstico tiveram

um tempo de sobrevida médio ligeiramente inferior.

No entanto, ndo se verificou uma diferenga estatisticamente significativa, sendo p

superior a 5% no teste Log Rank (p=0,089), Breslow (p=0,136) e Tarone-Ware (p=0,106).
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Grafico 14 - Curva de Kaplan-Meier comparando o tempo de sobrevida em caes com e sem

trombocitopenia ao diagnéstico

2.5. Analise correlacional

De forma a responder aos objetivos da tese e as hipéteses inicialmente formuladas,
realizou-se uma analise correlacional. Para tal, recorreu-se ao teste correlacional de Pearson,

com um nivel de significancia (p) de 5%.

2.5.1. Alteragcao do protocolo

Pretendeu-se verificar se uma correlagdo entre a alteragcdo do protocolo
quimioterapico, caso este tenha sido iniciado antes de se conhecer o imunofenétipo (n=21), e
o0 numero de caes que atingiu a remissao total. No entanto, ndo se verificou uma correlagao

estatisticamente significativa, sendo p superior a 5% (p=0,258).

2.5.2. Imunofenétipo

Pretendeu-se verificar uma correlagao entre o imunofendtipo e o subestadio, o sexo,

o estado reprodutivo, agrupado em machos castrados (n=15) e fémeas esterilizadas (n=14),
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e a raga (pura) (Tabela 8). No entanto, ndo se verificou uma correlacdo estatisticamente

significativa, sendo p superior a 5% em todas as hipoteses.

Tabela 8 - Relagao entre o imunofenétipo e varias hipéteses

0,580
0,317
0,930
0,471
0,257

2.5.3. Anemia

Pretendeu-se verificar se uma correlagdo entre anemia ao diagnéstico e o intervalo
livre de doenca e tempo de sobrevida. No entanto, ndo se verificou uma correlagcéo
estatisticamente significativa, sendo p superior a 5% em ambos (p=1,00 e p=0,166,

respetivamente).

2.5.4. Prednisolona

Pretendeu-se verificar se uma correlacdo entre a utilizacdo de prednisolona
previamente a quimioterapia e o tempo de sobrevida. No entanto, ndo se verificou uma

correlagao estatisticamente significativa, sendo p superior a 5% (p=0,104).

2.5.5. Calcio ionizado

Pretendeu-se verificar se uma correlagao entre o iCa aumentado e varias variaveis,
nomeadamente, o imunofendtipo, o ILD e o tempo de sobrevida. Nesta analise, verificou-se
uma correlagado estatisticamente significativa entre o calcio ionizado aumentado e o
imunofendtipo, sendo p inferior a 5% (p=0,026). Nas restantes correlagdes, nomeadamente,

ILD e tempo de sobrevida, p foi superior a 5% (p=0,265 e p=0,748, respetivamente).

3. Discussao

O objetivo principal deste estudo retrospetivo foi a avaliagdo da influéncia do

imunofendtipo na escolha do protocolo quimioterapico e o desenvolvimento clinico resultante.
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Um objetivo secundario seria averiguar se era possivel alcangar um melhor prognéstico ao
alterar o protocolo. Apesar do protocolo CHOP ser o standard atual, com tempos de sobrevida
superiores a outros protocolos, este continua a alcangar tempos de sobrevida inferiores em
linfomas de tipo T (Beaver et al., 2010; Marconato et al., 2011; Rebhun et al., 2011). Alguns
clinicos sugerem a utilizagédo de protocolos com base em agentes alquilantes para os linfomas

de tipo T, o que se verificou em alguns casos no ARHV (Vail et al., 2020).

Neste estudo, a média de idades ao diagndstico foi aproximadamente 8,5 anos, ou
seja, uma populagdo, na sua maioria, adulta a sénior (Grafico 1 e Grafico 2). Estes dados
estdo de acordo com o que se encontra descrito na literatura, onde os caes de meia idade a
idosos, entre os 6 e 9 anos, s&o os caes com maior predisposi¢ao para linfoma (Boerkamp et
al., 2014; Ernst et al., 2016; Zandvliet, 2016).

Relativamente a raga, a maioria era de raca pura, com as ragas mais frequentemente
acometidas a serem o Labrador e o Boxer (Tabela 4). Ambas as ragas tém predisposicao para
linfoma (Villamil et al., 2009). No entanto, apesar de varios casos clinicos onde a mesma raca
teve linfoma, ndo €& possivel determinar qualquer conclusdao neste estudo sobre a
predisposicao de ragas especificas para linfoma. S6 com um nimero mais elevado de casos
seria possivel tirar conclusdes. Outro fator que pode desviar os resultados da representacao
real é a opgao, por parte dos tutores, de preferirem caes de raga, o que também pode justificar

0 numero elevado de caes de raga pura.

A consulta inicial, a sintomatologia apresentada pelos caes foi principal razdo para
consulta veterinaria, com o motivo mais comum a ser um aumento dos GL. Os restantes
sintomas mais comuns foram a perda de peso, associada a hiporexia ou anorexia, e diarreia.
Apesar de serem sintomas inespecificos, estes encontram-se descritos em casos de linfoma
(Zandvliet, 2016). Um estudo de Sanchez et al. (2019) identificou 0 aumento dos GL como o
principal motivo para uma consulta veterinaria, contabilizando 64% dos casos, valor superior
ao obtido. O mesmo estudo refere a perda de peso como a segunda causa principal em 18,5%

dos casos, um valor semelhante ao obtido no nosso estudo.

Relativamente aos sinais clinicos na primeira consulta, todos os cédes apresentavam,
no minimo, um sinal clinico, sendo o mais comum a linfadenomegalia, estando presente na
grande maioria dos nossos caes. Esta linfadenomegalia era, na sua maioria, generalizada,
afetando com esta forma perto de 80% dos cées com linfadenomegalia. Gavazza et al. (2009)
reportou no seu estudo que, em 114 casos de linfoma multicéntrico, 96,5% apresentaram
linfadenomegalia generalizada na consulta inicial. Apesar de uma pequena diferenga nos
valores obtidos, o numero limitado da amostra e o fato de nem todas as consultas serem de

primeira opinido justificam este valor inferior. A percentagem de caes afetada por outros sinais
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clinicos foi mais reduzida, com o segundo e terceiro sinais mais comuns a serem laboratoriais,
nomeadamente a leucocitose e a monocitose, respetivamente (Grafico 4). Relativamente a
leucocitose, a percentagem obtida no presente estudo € muito semelhante a obtida por

Gavazza et al. (2009), no qual cerca de 31,7% dos cées apresentava leucocitose.

Em relagdo ao calcio ionizado, um fator de progndstico forte de linfoma de
imunofendtipo T, este ndo foi medido na maioria dos cées (Zandvliet, 2016). Dos que foram
sujeitos a uma medicdo, apenas 1 apresentava o calcio ionizado acima dos valores de
referéncia. O imunofendtipo deste cdo era T. De acordo com Vail et al. (2020), a hipercalcémia
esta frequentemente associada aos linfomas de imunofendétipo T. Contudo, com um numero
pequeno de casos onde o calcio ionizado foi medido, numa amostra total por si ja reduzida,

nao foi possivel realizar uma analise estatistica correlacional.

No exame ecografico, a linfadenomegalia foi, novamente, o achado mais comum. Foi
possivel diagnosticar os casos de linfadenomegalia subclinica, aumentando assim a
frequéncia de casos com linfadenomegalia, para a quase totalidade dos nossos caes. Este
valor encontra-se muito proximo de um estudo de Nyman et al. (2005), onde, nos caes com
linfoma, foi possivel observar ecograficamente linfadenopatia em 99% dos casos, numa

amostra de 93 cées.

Dos 28 casos, 17 apresentavam-se com GL especificos maiores, em relagao a outros
(que também ja estavam acima do normal). Os GL iliacos mediais foram os que tinham um
aumento de dimensao superior aos restantes, com mais de 40% dos casos de
linfadenomegalia mais especifica a apresentar aumento destes linfonodos. No entanto, esta
percentagem de envolvimento pode nao ter qualquer significado clinico, tendo em conta que
nao existe um consenso relativamente as medidas dos GL iliacos mediais nos caes, e porque
deve-se ter em conta as carateristicas apresentadas na imagem ecografica, além do tamanho,
como a ecotextura, forma e racio dos eixos (Citi et al., 2020). Além disto, ndo foi possivel
encontrar um estudo que descreva as percentagens de GL com uma linfadenopatia superior

aos restantes.

Além da linfadenomegalia, observou-se a presengca de hepatomegalia e
esplenomegalia, com ambas a serem observadas. Relativamente ao figado, apenas
aproximadamente um tergo dos caes que realizaram ecografia apresentavam hepatomegalia.
Com base nas imagens obtidas, apenas se suspeitou de 1 caso com infiltragdo hepatica,
mas, apos citologia, foram confirmados 2 casos com infiltragdo hepatica. Em um estudo de
Sumping et al. (2022), com uma amostra de 57 cdes com envolvimento hepatico, a
hepatomegalia encontrava-se presente em 43,8% dos casos, um valor proximo daquele por

nos obtido. Nenhum destes casos apresentava lesdes "em alvo" no parénquima hepatico.
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Determinou-se ainda a sensibilidade e especificidade da ecografia no diagndstico de
envolvimento hepatico, sendo os valores de, respetivamente, 16% e 91%. Estes valores
indicam que a ecografia é boa a identificar corretamente os casos negativos. Com estes
resultados em conta, Sumping et al. (2022) recomenda que se devem continuar a obter
amostras hepaticas sempre que possivel, especialmente na presenca de alteracdes

ecograficas.

Sobre o baco, um pouco mais de metade dos caes em estudo apresentava
esplenomegalia. Menos de um tergo destes casos apresentava suspeita de infiltracdo, mas
em apenas em menor numero se confirmou infiltragdo. No mesmo estudo Sumping et al.
(2022), em relagao ao bago, 71 caes tinham envolvimento esplénico. Destes, 56,3% dos casos
apresentava esplenomegalia, um valor muito semelhante ao obtido no presente estudo. A
esplenomegalia foi ainda associada a infiltragdo esplénica. Além disso, nenhum dos caes
desse estudo com envolvimento esplénico confirmado apresentava um baco normal a
ecografia. Curiosamente, encontrou-se uma relagao entre um parénquima esplénico em “favo
de mel” e um linfoma de imunofenétipo B, em 79,5% dos casos. E importante realgar que néo
foi realizada citologia de forma regular ao figado e ao bago, mesmo em casos suspeitos de

infiltracao, sendo provavel a existéncia de um enviesamento dos resultados obtidos.

A forma de linfoma observada com mais frequéncia foi a forma multicéntrica,
representando aproximadamente mais de 90% dos casos. As restantes formas observadas
foram a alimentar e a mediastinica. Nao constou qualquer caso de linfoma cutaneo na amostra
estudada. Os resultados obtidos sdo compativeis com a maioria da literatura publicada, onde
mais de 80% dos caes se apresenta com a forma multicéntrica (Ponce et al., 2010; Vezzali et
al., 2010).

Relativamente ao método de diagnéstico, o mais utilizado foi a PAAF, representando
mais de 80% dos casos. Os restantes casos foram sujeitos a histopatologia. A PAAF é
considerada o método de elei¢gdo no diagndstico de linfoma, servindo como primeira linha no
diagndstico na maioria dos casos. A avaliagdo histopatoldgica fica reservada apenas para

casos que necessitem de confirmagéao (S6zmen et al., 2005; Vail et al., 2020).

Quanto as caracteristicas celulares, estas foram avaliadas em tamanho celular, grau
e imunofendtipo. A maioria dos linfomas era de células grandes e de alto grau. De acordo com
varios estudos, o tipo de linfoma mais comum ¢é o difuso de células B grandes, de alto grau,
com uma pequena percentagem dos casos de linfoma canino a serem de baixo grau (Thomas
et al., 2003; Vail et al., 2020; Valli et al., 2011, 2013; Vezzali et al., 2010). Com isto em conta,
os resultados obtidos sdo compativeis com a literatura previamente referida. Em relacdo ao

imunofendtipo, a larga maioria era de imunofenétipo B, havendo apenas 5 casos em 29 de
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imunofendtipo T. Este resultado € compativel com o que se encontra descrito na literatura,

onde a prevaléncia do imunofendtipo B é superior a do T (Ernst et al., 2016).

Relativamente ao estadiamento, o estadio mais frequente foi o lll, contabilizando a
larga maioria dos casos. Juntamente com o estadio |V, o total dos dois estadios € mais de
95%, contabilizando assim quase a totalidade total dos casos. Apesar dos resultados serem
compativeis com a literatura, onde 80% dos cdes se apresenta no estadio Ill e IV, o
estadiamento neste estudo apresentou diversas limitagbes (Vail et al., 2020). Para um
estadiamento correto e compreensivo, e também um dos critérios de inclusdo do estadio V,
deve ser realizada uma citologia de medula, algo nao realizado com frequéncia, e, aliado a
situacao socioecondémica descrita anteriormente, nao foi um exame complementar realizado
(Zandvliet, 2016). Além disso, a citologia de medula nao & estritamente necessaria para a
abordagem terapéutica. Tendo isto em conta, os tutores optaram por nao realizar este exame
complementar. Esta limitagdo tornou impossivel a colocagcédo de qualquer caso no estadio V,
podendo estas limitagbes também ser argumentos relativos a uma possivel sub-
representacdo noutros estudos por auséncia de citologia medular. Outra limitacdo desta
componente, agora relativamente ao estadio Il e |V, foi a realizacio de citologia esplénica e
hepatica. O critério de inclusdo do estadio IV é o envolvimento hepatico, esplénico ou de
ambos (Vail et al., 2020; Zandvliet, 2016). Contudo, como previamente referido quando se
discutiu a ecografia, ndo se realizaram citologias a estes dois 6rgéos de forma regular, ndo
sendo entdo possivel mudar o estadio de lll para IV nesses casos. Apesar desta limitagao,
nao existe uma diferenga significativa na abordagem quimioterapica, em caso de infiltragdo
de algum destes 6rgados. Os valores analiticos hepaticos e as imagens ecograficas foram
acompanhados ao longo do processo oncoldgico, de forma a avaliar uma possivel suspeita e

alterando a abordagem consoante as observagdes, caso necessario.

Adistribuicao do subestadio foi equilibrada, com o subestadio a e o b arepresentarem
cada um perto de metade dos casos, mas, uma ligeira maioria dos casos ja apresentava
manifestacdes clinicas no momento do diagnéstico. Isto significa que, em alguns casos, o
diagnostico de linfoma foi, provavelmente, realizado tardiamente. Esta distribuicdo nao se
encontra de acordo com o descrito na literatura, onde a maioria dos caes se apresenta, em
consulta, com uma linfadenomegalia indolor e sem outros sinais clinicos associados, ou seja,
estadio a (Vail et al., 2020). A diferenca de resultados pode dever-se a diversos fatores.
Novamente, a situagao econdmica da populagao residente em Portugal ndo é mais confortavel
para a realizagdo de exames de rotina ou consultas em centros veterinarios de referéncia. Os
exames de rotina sdo bastante importantes para um diagndstico precoce de linfoma, sendo
algo realizado de forma infrequente em Portugal. Por fim, além destes fatores, outro que pode

ser influente é o fato do ARHV ser um hospital veterinario onde uma parte consideravel de
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casos, oncoldgicos e ndo oncoldgicos, acabam por ser referéncias ou segundas opinides,

prolongado assim um diagnéstico definitivo de linfoma ou tratamento.

Em adi¢ao ao previamente mencionado sobre o estadiamento, € importante salientar
que a maioria dos caes que apareceu em consulta ja4 se encontrava com sintomatologia
associada. Uma parte significativa dos sintomas associados ao linfoma aparece numa fase
avancada da doenca, fazendo com que os sintomas sejam o motivo da consulta. Este fator
acaba por enviesar os resultados e, assim, criar uma tendéncia nos resultados estatisticos

relativos ao estadiamento e subestadiamento.

Sobre o tratamento quimioterapico, aproximadamente metade dos céaes realizou
prednisolona antes de iniciar um protocolo quimioterapico. Foi também realizada uma analise
do tempo de sobrevida, comparando caes que tomaram prednisolona antes do protocolo com
0s que nao tomaram. De acordo com os resultados, apesar de um tempo médio de sobrevida
inferior nos caes que tomaram prednisolona antes, com uma diferengca de aproximadamente
151 dias, p foi superior a 5%. De acordo com varios estudos, a utilizagdo de prednisolona
antes do inicio da quimioterapia resulta em tempos de sobrevida inferiores (Lautscham et al.,
2017; Marconato et al., 2011). O resultado de p obtido no presente estudo deve-se,

provavelmente, ao pequeno tamanho da amostra.

O protocolo quimioterapico mais utilizado na primeira abordagem terapéutica foi o
CHOP, em mais de 90% dos casos. Nos restantes casos utilizaram-se protocolos que tinham,
como base, a lomustina e a prednisolona. De acordo com Vail et al. (2020), o CHOP é o

protocolo mais utilizado atualmente, tornando os nossos resultados compativeis.

Em mais de 70% dos casos, o protocolo quimioterapico foi iniciado antes da
realizacdo da imunofenotipagem. Apds o resultado da imunofenotipagem, alterou-se o
protocolo em alguns caes, sendo que dois tergos destes casos apresentavam imunofendtipo
T. O novo protocolo teve como base a lomustina, um agente alquilante. De acordo com Vail et
al. (2020), existem varios protocolos propostos para o tratamento de linfoma de células T, que
costumam ter como base agentes alquilantes. No entanto, apesar de varios estudos sobre
estes protocolos apresentarem melhorias na duragao da remissao, os intervalos de confianga

sobrepdem-se com os dados de protocolos CHOP.

Relativamente aos protocolos de reinducdo e resgate, apenas um pouco mais de um
terco dos caes foram alvo de um. O protocolo mais utilizado, em cerca de 90% dos cées, foi
a lomustina associada a prednisolona, com o outro protocolo utilizado a ser o CHOP. Estes
resultados ndo sio similares ao que se encontra descrito na literatura. O recomendado é a
utilizagdo do mesmo protocolo utilizado inicialmente, caso tenha sido realizado na sua

totalidade e tenha ocorrido uma remissao total (Vail et al., 2020). No presente estudo, o
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protocolo a que se recorreu foi predominantemente um com lomustina. Isto pode-se dever as
causas previamente mencionadas, relativamente ao fato do ARHV receber casos em fases
avangadas, que muitas vezes acabam por ndo entrar numa remisséo total. Nos cdes em que
nao foi realizado qualquer protocolo de resgate, isto deveu-se a diversas razdes,
nomeadamente pois ndo entraram em remissdo, morreram antes de se iniciar um protocolo

de resgate ou por opcao dos tutores.

Quanto aos efeitos secundarios da quimioterapia, a maioria dos caes nao apresentou
sinais adversos. Nos afetados, o efeito mais comum foi a diarreia e hiporexia ou anorexia,
seguidos de prostracdo severa e emese (Tabela 6). Os resultados deste estudo estdo de
acordo com varios estudos publicados, onde os efeitos adversos mais comuns foram

hiporexia, emese e diarreia (Curran & Thamm, 2016; Tomiyasu, Takahashi, et al., 2010)

Sensivelmente metade dos caes acabou por ser hospitalizado por diversas razdes,
pelo menos uma vez, durante o seu processo oncologico. Estes resultados sdo similares ao
estudo de Tomiyasu, et al. (2010), onde apenas uma minoria dos caes desenvolveu efeitos

adversos durante o plano terapéutico e que necessitaram de hospitalizagao.

Em relagédo a primeira remissdo, menos de 40% dos casos entrou numa remissao
total, com uma média de 142 dias (Tabela 7). De acordo com varios estudos, a taxa de
resposta obtida ndo é compativel com diversos estudos. A maioria dos caes realizou o
protocolo CHOP, que induz remissdo em aproximadamente 80 a 95% dos caes (Vail et al.,
2020). Mesmo retirando-se a pequena percentagem de caes que nao realizou um protocolo
CHOP, a taxa de resposta continua a ser muito baixa quando comparada com os varios
estudos. Pelo contrario, o tempo de remissdo médio é relativamente comparavel a outros
estudos, como o de Hosoya et al. (2007), onde a duragédo da remissao registou uma média de
174 dias. Os resultados relativos a duracdo da primeira remissao estdo, provavelmente,
condicionados devido ao tamanho reduzido da amostra e diferenga no tratamento, como, por

exemplo, a utilizagao de prednisolona previamente ao tratamento.

Quanto a duragéo do tempo de sobrevida, o tempo médio obtido foi 261 dias e o
mediano 167 dias. Ao comparar com a literatura, o tempo de sobrevida mediano encontra-se
muito longe dos resultados publicados, onde o tempo mediano varia entre 10 a 12 meses em
caes submetidos a um protocolo CHOP (Dobson et al., 2001; Ponce et al., 2004; Turek et al.,
2008; Vail et al., 2020). Estes resultados estdo, assim como a duragao da remissao, muito
provavelmente condicionados e enviesados, especialmente pelo fato de uma parte
significativa dos casos, de uma amostra por si ja pequena, serem referéncias onde o animal
ja se encontra numa fase mais avangada, afetando assim negativamente a componente

estatistica do tempo de sobrevida devido ao pior prognéstico do cao.
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Relativamente a influéncia do imunofendtipo no tempo de sobrevida, a maioria dos
caes era de imunofendétipo B, tendo dois tercos dos caes falecido durante o estudo. O tempo
de sobrevida médio destes caes foi aproximadamente 283 dias. Pelo contrario, dos cées de
imunofendtipo T, onde 80% morreu durante o estudo, o tempo de sobrevida médio foi
aproximadamente 140 dias. Apesar desta diferenga algo marcante na duragao de sobrevida,
nédo se verificou uma diferenca estatisticamente significativa na analise. De forma geral, o
tempo de sobrevida em linfomas de imunofendtipo B é superior em relacdo aos de
imunofendtipo T (Beaver et al., 2010; Marconato et al., 2011; Rebhun et al., 2011; Ruslander
et al., 1997; Vail et al., 1996). Os resultados obtidos sao compativeis com este estudo, com o
tempo de sobrevida dos animais de imunofenétipo T a ser também menor em relagao aos de
imunofendtipo B. Como noutras variaveis neste estudo, o tamanho limitado da amostra volta

a condicionar o valor real da significancia estatistica.

Relativamente a influéncia do subestadio no tempo de sobrevida, dos caes com
subestadio a que morreram, estes apresentaram um tempo de sobrevida meédio de
aproximadamente 204 dias, similar ao obtido pelos caes de subestadio b, que foi
aproximadamente 211 dias. Nao foi verificada uma diferenca estatisticamente significativa na
analise. Varios estudos obtiveram um tempo de sobrevida significativamente inferior nos caes
com subestadio b, considerando o subestadio como um forte fator de prognéstico (Greenlee
et al., 1990; Jagielski et al., 2002; Teske, van Heerde, et al., 1994; Vail, 2005; Vail et al., 1996).
Os resultados obtidos no presente estudo contrariam a literatura publicada podendo esta
diferenca estar relacionada com o tamanho da amostra e, possivelmente, devido a diferenca
de critérios entre estudos para a inclusdo de caes no subestadio b. Por exemplo, Zandvliet
(2016) considera a febre, perda de peso ou hipercalcemia como critérios para inclusdo no
subestadio b, enquanto outros estudos ndo referem, de forma concreta, os critérios de

inclusao.

Relativamente a influéncia da anemia no tempo de sobrevida, os caes com anemia
no momento do diagndstico, um pouco menos de 20%, tiveram um tempo de sobrevida
inferior, com uma diferenga de aproximadamente 205 dias. Na analise estatistica, obteve-se
uma significancia inferior a 5%, ou seja, existiu uma relagéo entre os animais com anemia ao
diagnéstico e um tempo de sobrevida menor. De acordo com varios estudos, a anemia € um
forte fator de progndstico, estando correlacionado com um tempo de sobrevida inferior,
tornando o resultado deste estudo compativel (Abbo & Lucroy, 2007; Davies et al., 2018; Miller
et al., 2009).

Pelo contrario, a trombocitopenia, que afetava ligeiramente mais de 20% dos caes,

nao apresentou um resultado estatisticamente significativo, embora também tenha ocorrido
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uma diferenga significativa no tempo de sobrevida entre os cdes com e sem trombocitopenia,
traduzindo-se numa diferenca de aproximadamente 183 dias no tempo de sobrevida médio.
De acordo com a literatura, a trombocitopenia ainda se encontra em investigacéo (Vail et al.,
2020). Childress et al. (2018) reportou no seu estudo que a trombocitopenia esteve presente
em aproximadamente 25% dos caes e foi fortemente associada a um pior prognéstico. Apesar
de ndo se ter verificado uma diferenga estatisticamente significativa no presente estudo, isto

pode ter sido influenciado pelo tamanho reduzido da amostra.

Quanto a correlagao entre a alteragao do protocolo quimioterapico apés resultado da
imunofenotipagem e o numero de cades que atingiu a remissado total, obteve-se uma
significAncia superior a 5%. Isto significa que ndo existiu grande influéncia na frequéncia de
caes que atingiu uma remissao total quando se alterou o protocolo apds se conhecer o
imunofendtipo. Na literatura publicada, até a data, nao foi possivel encontrar estudos desta
correlacdo que sejam possiveis de comparar com o presente estudo. Tendo isto em conta, de
acordo com o resultado deste estudo, ndo existe correlagido entre a alteragdo do protocolo e

aumento da taxa de remissao total.

Relativamente as restantes variaveis, pretendeu-se correlacionar o imunofendétipo
com o sexo, subestadio, fémeas esterilizadas e machos castrados. Apesar de um maior
registo do imunofendtipo B em todas as variaveis mencionadas, nao foi possivel verificar uma
associacgao estatisticamente significativa entre estas variaveis e o imunofendtipo. Isto deve-
se, provavelmente, ao tamanho reduzido da amostra, pois apenas 5 cdes eram de
imunofendtipo T. Nao foi possivel encontrar até a data estudos que estudassem estas
correlacdes, ndo sendo possivel comparar estes resultados. Contudo, o tamanho da amostra
nao permite extrapolar grandes conclusdes relativamente a estas conclusdes, sendo

necessario um estudo com uma amostra maior.

Pretendeu-se verificar a existéncia de uma possivel associagdo entre o calcio
ionizado aumentado ao diagndstico com o imunofendtipo, o ILD e o tempo de sobrevida.
Destas 3 variaveis, apenas uma apresentou uma associagao estatisticamente significativa, o
imunofendtipo. O consenso atual € que os linfomas T estdo mais comumente associados a
hipercalcémia, o que € compativel com o resultado de uma das variaveis estudadas (Ernst et
al., 2016). Relativamente as restantes variaveis, ndo foram encontrados estudos relativos a
sua associacdo com um calcio ionizado sérico aumentado. No entanto, é natural que possa
existir uma correlagdo entre o calcio ionizado aumentado e o tempo de sobrevida, pois esta
afegdo encontra-se habitualmente associada a linfomas de tipo T, que tém tempos de
sobrevida inferior face aos de tipo B (Beaver et al., 2010; Ernst et al., 2016; Marconato et al.,
2011; Rebhun et al., 2011; Ruslander et al., 1997; Vail et al., 1996).
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Esta tese consiste num estudo retrospetivo e, devido a sua natureza, onde a base de
dados depende da recolha e anotacio dos clinicos, nao foi possivel realizar um tratamento
estatistico sem restricoes, prejudicando os resultados. De forma a uniformizar a recolha de
informacdes clinicas relevantes, criou-se um protocolo recomendado para a consulta inicial,
estadiamento e seguimento (Apéndice | a VII). Além desta limitagdo, o tamanho da amostra
revelou ser o principal entrave a um tratamento estatistico mais fidedigno e extenso. Apesar
da amostra consistir em 29 casos, 0 que no contexto da medicina veterinaria nao é, de todo,
péssimo, a falta de informagdes especificas em certos casos e o conjunto de variaveis
possiveis e relagcdes entre si acaba por reduzir ainda mais a amostra no estudo de certas

hipoteses, tornando assim a amostra do presente estudo insuficiente.

Assim, o estudo apresenta diversas limitagdes. Primeiramente, a natureza deste
estudo, que é retrospetivo. Neste tipo de estudos, o ideal € realizar um estudo prospetivo e
com um grupo de controlo aleatdrio, algo que nao se verificou neste estudo. Outra limitagao
€ a amostra. Apesar de ser uma limitacdo comum em estudos veterinarios, este estudo néo
teve uma amostra grande devido aos critérios de inclusdo, que por si ndo eram muito
limitantes. No entanto, apesar destas limitacbes previamente referidas, a principal limitagdo
deste estudo foi 0 aspeto socioecondmico. O tempo de estudo foi 5 anos, desde 2018 até
2023. Isto significa que parte dos casos ocorreram durante um periodo de pandemia que
agravou a situagdo econdmica de um pais que, por si sO, apresenta uma populagdo com
limitagdes financeiras e baixa literacia financeira. Além disto, também ocorreu outro evento,
uma inflacdo de larga escala, que, infelizmente, alterou a forma como os tutores decidiam
abordar situagdes clinicas dispendiosas. Outra limitacao influente foi o centro veterinario. O
estudo foi realizado no ARHV, um centro veterinario de referéncia, com diversas

especialidades, mas que nao &, por vezes, 0 primeiro recurso a casos oncolégicos.

Os critérios de inclusdo definidos da amostra foram pensados de forma a obter
resultados estatisticamente significativos e com valor clinico. A principal forma de obter este
tipo de resultados foi adicionando um critério de 4 sessdes de quimioterapia realizadas, no
minimo. Esta regra de inclusdo serviu para n&o incluir os casos que chegaram ao ARHV numa
fase muito avangada, de segunda opinido, e que tenham realizado sessdes de quimioterapia

suficientes para se considerar que ocorreu um impacto da quimioterapia.

Apesar das limitagbes mencionadas, o estudo foi adaptado da melhor forma possivel
aos dados disponiveis. No futuro, caso surja oportunidade para tal, seria extremamente
interessante realizar um estudo prospetivo com uma amostra de tamanho consideravel e,

dessa forma, conseguir responder de forma mais completa aos objetivos pretendidos.
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4. Conclusao

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do imunofenétipo na escolha do

protocolo terapéutico e outcome clinico de caes com linfoma canino.

A maioria dos linfomas neste estudo era de imunofendétipo B. Os caes com linfoma
de imunofenédtipo B apresentaram, em média, um tempo de sobrevida superior aos de

imunofendtipo T, ainda que ndo estatisticamente significativo.

A maioria dos caes iniciou um protocolo quimioterapico antes de se saber o
imunofendtipo do linfoma. Apenas 8 caes comecaram um protocolo quimioterapico apds a
realizacdo da imunofenotipagem. O CHOP foi o tratamento mais utilizado como primeira

abordagem em mais de 90% dos casos.

Apenas em 3 cées foi realizada uma alteracdo ao protocolo depois de se saber o
imunofendtipo. Destes 3, 2 eram de imunofendétipo T, ndo sendo, no entanto, a correlagao

estatisticamente significativa provavelmente pelo pequeno nimero de casos.

Foi obtida uma correlagdo estatisticamente significativa entre o imunofenétipo e

calcio ionizado aumentado no momento do diagndstico.

Este trabalho teve como inovagao a averiguagao da utilidade do imunofenétipo na
escolha do protocolo terapéutico. Até a data, ndo existem estudos que demonstrem um
possivel impacto positivo ou negativo na alteracdo do protocolo, apés conhecimento do
imunofendtipo. Além disso, o CHOP continua a ser o protocolo standard no tratamento de
linfoma, independentemente do imunofendtipo. Isto significa que, sem estudos prospetivos e
com uma amostra significativa, que avaliem a eficiéncia de outros protocolos face a
imunofendtipos especificos, nomeadamente o T, a imunofenotipagem ira continuar a servir
sobretudo como uma ferramenta de prognéstico no desenvolvimento do processo oncoldgico,
€ ndo como uma ferramenta propriamente Util no tratamento. O autor desta dissertacao espera
que este trabalho sirva como uma base inicial e de inspiracao para futuras investigacdes deste
tema, quer pelo proprio autor, como por outros médicos veterinarios ou estudantes de
medicina veterinaria. Um estudo prospetivo, com grupo de controlo, uma amostra alargada e
com um seguimento completo e detalhado, seria importante para colmatar as limitagdes

encontradas no decorrer deste trabalho.
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Apéndice |

Consulta inicial - Anamnese

Mome: Tutor:
ID do cdo: Data: [
F{ar,:a: MW respunsavel'.
ldade: Referéncia: Sim  Nao
Sexo e estado reprodutive: ME - FE - MNE  FNE | Opiniga:  1* 27

Meotivo da consulta e historial:

Sintomatologia / Sinais clinicos:
Linfadenopatia Sim Mao
Pirexia Sim Mao
Perda de peso Sim Mao
Hiporexia | Anorexia Sim Mao
Emese Sim Mao
Diarreia Sim MNao
Tosse ou dificuldade na respiragao Sim [ER
Letargia Sim Nao
Polidria / Polidipsia Sim E
Lesoes / Achados dermatolégicas Sim Mao
Outros | comentarios

Ganglios linfaticos superficiais:

Esquerdo Direito

Tamanho Consisténcia Tamanho Consisténcia

Submandibular Aumentada  Mormal Firme Médio Mole Aumeantado  Normal Firme Médic Mole
Pré-escapular Aumentado  MNormal Firme Médio Mole Aumantado  Mormal Firme Médic Mole
Axilar Aumentada  Mormal Firme Médio Mole Aumentado  Normal Firme Médic Mole
Inguinal Aumentada  Normal Firme Médio Mole Aumantado Mormal Firme Meédic Mole
Paopliteo Aumentado  MNormal Firme Médio Mole Aumantado  Mormal Firme Médic Mole




Apéndice Il

Consulta inicial - Estadiamento

MNorme: Tutor:
ID do cdo: Data: !
F{aga: MW respnnsével:
Idade: Referéncia:  Sim MNao
Sexo e estado reprodutive: ME FE - MNE  FME | Opinigo: 17 2°
Analises Clinicas:
Hemograma Valor Comentarios
Anemia Sim Naao
Leucocitose Sim  Nao
Leucopenia Sim Nag
Linfocitose Sim Naao
Linfopenia Sim  MNao
Neutrofilia Sim Mo
Neutropenia Sim Mo
Monocitose Sim  Nao
Monocitopenia Sim Mo
Eosinofilia Sim Maao
Eosinopenia Sim Mo
Basofilia Sim Nao
Trombocitose Sim Maao
Trombocitopenia Sim  MNaa
Bioquimicas Valor Comentarios
GLU A Marmal ¥
CREA A Mormal ¥
BUN A Mormal ¥
CREA/BUN A Mormal ¥
PT A Mormal ¥
ALB A Marmal ¥
GLOB A Marmal ¥
ALBI/GLOB A Mormal ¥
ALT A Mormal ¥
ALKP A Marmal ¥
iCal A Mormal ¥
Outras analiticas realizadas




Apéndice lll

Radiografia: © Sim  © Porfazer © Nao

Observagdes
Ecografia: © Sim < Porfazer © Nao
Observagdes
Ecografia dos ganglios linfatices: © Sim O Porfazer © Mao
Ganglio linfatico | Tamanhe (ecm) Formato Ecogenicidade | Vascularizagio PAAF

Tomografia Computorizada / Ressonancia Magnética: © Sim  © Porfazer © NEo

Observagbes




Apéndice IV

Citologia / Histopatologia: © Sim < Porfazer © MNao
PAAF: ©Sim O Porfazer © MNao
Histopatelogia: © Sim  © Porfazer © Nao
Amostra(s):
Tamanho celular: © Pequenas © Médias © Grandes O Sem informagies
Grau: © Baixo © Médio O Alte O Sem informagtes
Imunofenotipagem: © Sim O Porfazer © Nao O Naovaifazer Qual:
Infiltrag@o esplénica: © Sim O Porfazer © Ndo  © Nao vaifazer
Infiltragao hepatica: © Sim © Porfazer © Nao  © N&o vaifazer
Observagdes

Estadiamento segundo OMS:

Estadio: <1 <l oll oW oV © Desconhecido

Subestadio: C a (sem sinais sistémicos)

Protocolo escolhido:

C b (sinais sistémicos)

2 Desconhecido

Observagies




Apéndice V

Acompanhamento | Sessaon® ___

MNome: Tutor:
ID do clo: Data:
Raga:

Idade:

Sexo e estado reprodutive: ME

!

MV responsavel:

Protocolo quimioterapico:

/

FE MME FME | Protocolo alterado:  Sim

Mao

Analises Clinicas:

Qutras analiticas realizadas

Hemograma Valor Comentarios
Anemia Sim Nao
Leucocitose Sim Mo
Leucopenia Sim  Nao
Linfocitose Sim Nao
Linfopenia Sim  Nao
Neutrofilia Sim Nao
MNeutropenia Sim Mo
Monocitose Sim Mo
Monocitopenia Sim Mo
Eosinofilia Sim Mo
Eosinopenia Sim  Nao
Basofilia Sim Mo
Trombocitose Sim Nao
Trombocitopenia Sim  Nao

Biogquimicas Valor Comentdrios
GLU & Mormal ¥
CREA A& Mormal ¥
BUN A Mormal ¥
CREA/BUN A& Mormal ¥
PT A Mormal ¥
ALB A& Mormal ¥
GLOB A& Mormal ¥
ALB/GLOB A& Mormal ¥
ALT & Mormal ¥
ALKP A& Mormal ¥
iCal A& Mormal ¥




Apéndice VI

Protocolo quimioterapico:

Farmaco e dose a administrar nesta sessdo:

Observagbes
Efeitos secundarios a quimioterapia: © Sim  © Nao
Observagbaes
Observagoes e comentarios: © 3im  © Nao
Observagbes

\



Apéndice VII

Alteragdes a radiografia:

2 5im o Nao

Observagfes

Alteragbes a ecografia:

< Sim C Mao

Observagbes

Ecografia dos ganglios linfaticos: © Sim  © Nao

Ganglio linfatico

Tamanho (cm)

Formato

Ecogenicidade

Vascularizagao

Alteragbes a tomografia Computorizada / Ressondncia Magnética: © Sim

< Por fazer

< Mao

Observagfes

Vi




