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Resumo

O linfoma ¢ um grupo heterogéneo de neoplasias que apresentam morfologia
variavel e apresentacdes clinicas diversas, exigindo diferentes abordagens diagnosticas e
terapéuticas. O prognostico difere bastante entre os canideos afectados.

A presente dissertacdo refere-se a um estudo retrospectivo (2008-2012), de 50
canideos com linfoma, com o objectivo de comparar os resultados obtidos com a bibliografia
publicada, determinando ainda o impacto do imunofendtipo (B ou T) na sobrevida de caes
com linfoma.

Foi registado o mesmo niimero de machos e fémeas e as ragas mais frequentes foram
o Boxer, Rottweiller e Cocker Spaniel. O diagnostico da doenca foi realizado
maioritariamente por histopatologia de linfonodo (56%), revelando 84% de linfomas da forma
multicéntrica. Quando determinado, o imunofendtipo mais frequente foi o de células B (69%).
A maioria dos canideos estava em estadios avangados da doenca (III-V) (98%) no momento
do diagnostico, revelando 54% dos casos sub-estadio "b" segundo a OMS.

O tratamento quimioterapico mais utilizado foi o protocolo CHOP (n=26) seguido do
COP (n=9). A toxicidade hematologica e gastrointestinal secundarias a quimioterapia
estiveram em igual numero (22% cada), ndo se observando efeitos adversos em 56% dos caes
com linfoma. Por ultimo, o tempo médio de sobrevivéncia registado foi de 393 dias.

Nao foi encontrada uma relacdo estatisticamente significativa entre as variaveis
(raca, sub-estadio e sexo) e o imunofendtipo de linfoma, sendo os tempos médios de
sobrevivéncia de linfomas T e B semelhantes, 388 e 463 dias, respectivamente.

No nosso caso, as principais diferencas encontradas, relativamente a bibliografia
publicada, foram uma quantidade elevada de pacientes em sub-estadio "b" e os tempos

médios de sobrevivéncia semelhantes para os diferentes imunofenotipos.

Palavras-chave: Canideo, Linfoma, Imunofendtipo, Quimioterapia, Efeitos adversos.



Abstract

Lymphoma is a heterogeneous group of neoplasms that have variable morphology
and different clinical presentation, requiring specific diagnostic and therapeutic approaches.
The prognosis differs greatly among affected dogs.

The present work relates to a retrospective study (2008-2012) of 50 dogs with
lymphoma, in order to compare the results with published literature, and also determining the
impact of the immunophenotype (B or T) on survival of dogs with lymphoma.

It was recorded the same number of males and females and the most common breeds
were Boxer, Rottweiler and Cocker Spaniel. The diagnosis was carried out mainly by lymph
node histopathology (56%), showing 84% of lymphomas multicentric form. When
determined, the most frequent immunophenotype was B-cell lymphoma (69%). Most dogs
were in advanced stages of disease (III-V) (98%) at diagnosis, revealing 54% of cases sub-
stage "b" according to the WHO.

CHOP-protocol was the most used (n=26) followed by the COP-protocol (n=9). The
hematologic and gastrointestinal toxicity resulting from chemotherapy were in equal number
(22% each), with no significant adverse effects in 56% of dogs with lymphoma. Finally, the
mean survival time was recorded for 393 days.

There was no statistically significant relationship between the variables (breed, sub-
stage and sex) and immunophenotype of lymphoma, being the mean survival time of
lymphoma T and B similar, 388 and 463 days respectively.

In our case, the main differences found in relation to the published literature,were a
high number of patients in sub-stage "b" and similar median survival times for the different

immunophenotypes.

key words: Dog, Lymphoma, Immunophenotype, Chemotherapy, Adverse effect.
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1. Introducao

1.1. Anatomia e fisiologia do sistema linfatico

Os linfocitos sdao células redondas e de pequena dimensdo que predominam
essencialmente em orgaos como o baco, os linfonodos e o timo. Estes oOrgdos sao
denominados 6rgdos linfoides, onde predominam os linfocitos T e os linfocitos B (Junqueira
& Carneiro, 2004; Tizard, 2004).

A superficie dos linfocitos B € coberta por diversos receptores, designados de
imunoglobulinas (Ig) que tém como fun¢do reconhecer e responder contra os varios
antigénios. As células B, além do seu papel essencial na imunidade humoral, ainda regulam e
medeiam outras fungdes essenciais & homeostase imunitéria (LeBien & Tedder, 2008).

Os linfocitos T incluem os diferentes sub-grupos celulares: citotoxicos, de ajuda e de
memoria, que medeiam sobretudo respostas imunitarias do tipo celular (Tizard, 2004; LeBien
& Tedder, 2008).

Os orgaos linfoides representam assim o local de interaccdo entre os linfocitos, as
células apresentadoras de antigénio e os antigénios, promovendo uma resposta imunologica
efectiva contra os antigénios processados (Junqueira & Carneiro, 2004; Tizard, 2004).

Os orgaos linfoides devem entdo ser classificados com base no seu papel de produzir
linfécitos, de regular a sua producao, assegurando um local para capturar antigénios e para os
processar. Assim, podemos dividir os 6rgaos do sistema linfatico em dois grupos: os 6rgaos
linféides primarios, constituidos pelo timo, medula o6ssea, placas de Peyer e complexos
linfoglandulares; e os 6rgdos linfoéides secundarios, onde incluimos os linfonodos, o baco, as
tonsilas e outros tecidos linféides presentes no intestino, tracto respiratdrio e urogenital
(Tizard, 2004).

Os orgaos linfoides primarios regulam essencialmente a maturacdo dos linfocitos.
Assim, as populacdes de linfocitos sdo divididas em células T e células B dependendo do
orgdo onde sofrem o processo de maturagdo, ou seja, no timo e na medula Ossea,
respectivamente. Os o0rgaos linfaticos primarios desenvolvem-se na fase fetal inicial, contudo,
estes ndo sao os locais onde os linfocitos vao contactar com os antigénios, nem aumentam de
dimensao em resposta a estimulagdo antigénica (Junqueira & Carneiro, 2004; Tizard, 2004).

O timo estd localizado na cavidade tordcica, mais concretamente no mediastino

cranial. O tamanho do timo ¢ variavel, diminuindo de tamanho ao longo da vida dos animais,
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sendo gradualmente substituido por gordura, contudo, mesmo com pequenas quantidades de
tecido linfoide, continua funcional (Junqueira & Carneiro, 2004; Tizard, 2004).

As placas de Peyer (PPY) representam Orgdos primarios do tecido linfoide
localizadas na parede do intestino delgado. A sua estrutura e funcdo ¢ variavel consoante a
espécie em questdo. No cao, 80% a 90% das PPY estdo localizadas no ileo, adquirindo o seu
tamanho maximo e maturidade antes do nascimento. As PPY sdo locais onde ocorre uma
proliferagdo rapida de linfocitos tipo B, cerca de 95% sofre apoptose e as células que
sobrevivem sao libertadas em circulacao (Junqueira & Carneiro, 2004; Tizard, 2004).

Os complexos linfoglandulares podem ser encontrados no intestino grosso e ceco do
cdo. Estes consistem em porcoes de tecido linfoide localizado na submucosa, atravessadas por
ramificacdes das glandulas mucosas. A sua fun¢do ¢ desconhecida, contudo, visto que contém
plasmdacitos, podem ser considerados como locais de producao de anticorpos (Tizard, 2004).

A medula 6ssea por sua vez, representa o local preferencial de producao e maturacao
dos linfocitos B (Tizard, 2004).

Quanto aos oOrgdos linfoides secundarios, estes surgem na fase tardia do
desenvolvimento fetal, persistindo nos animais adultos. Ao contrario dos 6rgaos linféides
primarios, na presenca de estimulacdo antigénica, ocorre aumento de tamanho. Caso haja
necessidade de remogdo cirurgica de um oOrgao linféide secundario, ndo ha diminuigao
significativa da competéncia imunitaria (Junqueira & Carneiro, 2004; Tizard, 2004).

Os linfonodos sdo estruturas redondas a ovais, constituidas pelo cortex, medula e
uma regido entre estes denominada paracortex (figura 1) (Junqueira & Carneiro, 2004; Tizard,

2004).

Direccdo da linfa

®
'2 :.::’.
E_}: Paracortex &
Y Cortex

Selo sub-capsular

Vasa linfatico

A\ aterente
"\‘a/

N

~

&
Vaso lInfitce w7

eferente

Capsula

Direcgdo da linfa

Figura 1 — Estrutura interna de um linfonodo (Adaptado de Tizard, 2004).
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Os linfonodos estdo estrategicamente posicionados para assegurar a filtracao da linfa
e dos antigénios, sendo os mais frequentemente palpados ao exame fisico os sub-
mandibulares, os cervicais, os pré-escapulares, os axilares, os inguinais e os popliteos (figura

2) (Vail & Young, 2007).

Linfonodo
sub-mandibular

Linfonodo = AT

cervical superficial Linfonodos

inguinais superficiais

Linfonodo

cervical profundo Linfonodo

popliteo

Figura 2 — Linfonodos palpaveis durante o exame fisico (Adaptado de http://pmhtherapy.com/wp-
content/uploads/2012/03/canine-lymphatic-system?2.jpg).

Os linfocitos B predominam no cortex onde se organizam em centros germinativos,
enquanto que os linfocitos T estdo sobretudo na regido do paracortex (Tizard, 2004; LeBien &
Tedder, 2008).

Os centros germinativos sdo focos de divisdo celular localizadas no cortex do
linfonodo, que podem aumentar em nimero e dimensao, apos ocorrer estimulagdo antigénica

(figura 3) (Junqueira & Carneiro, 2004; Tizard, 2004).
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Figura 3 — Imagem histolégica de imunohistoquimica para o marcador CD10 onde se observam varios
centros germinativos, sendo visivel a polaridade cromatica do centro (A), a zona marginal na periferia (B)
(Fotografia gentilmente cedida por Dr. Joaquim Henriques).

Tal como os linfonodos filtram os antigénios da linfa, o bago filtra o sangue. Este
orgao linfatico secundario filtra as particulas antigénicas do sangue, bem como as células que
ultrapassaram o seu tempo de vida util. O bago tem ainda fun¢des de armazenamento de
plaquetas e globulos vermelhos e de hematopoiese durante a vida fetal (Tizard, 2004).

Este 6rgdo encontra-se dividido em dois compartimentos: a polpa vermelha, onde sdo
armazenados globulos vermelhos e capturados os antigénios ¢ a polpa branca, rica em
linfocitos, onde ocorre a resposta imunitaria (Junqueira & Carneiro, 2004; Tizard, 2004).

Os linfécitos encontrados no sangue podem assim representar as células recém
formadas provenientes da medula 6ssea para os 6rgaos linfoides primarios ou células que se
deslocam dos orgdos linfaticos primarios para os secundarios. Contudo, a grande maioria
destas células estdo em constante circulagdo entre os linfonodos e a circulagdo sanguinea

(figura 4) (Tizard, 2004).

Medula
dssea

| FE A5

e R
Tecidos

inflamados

Figura 4 — Circulacao dos linfocitos no organismo (Adaptado de Tizard, 2004).
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1.2. Epidemiologia do linfoma no cao

Os termos linfoma, linfoma maligno canino (LMC) ou linfossarcoma, referem-se ao
mesmo grupo de neoplasias que t€ém em comum a sua origem a partir de células do sistema
linforeticular. O linfoma surge mais frequentemente em 6rgaos linféides como bago, medula
ossea e linfonodos, contudo, pode surgir em praticamente todos os tecidos do organismo (Vail
& Young, 2007).

O linfoma ¢ uma das neoplasias mais comuns do cdo, representando 7 a 24% de
todas as neoplasias caninas ¢ 83% das neoplasias hematopoiéticas malignas (Kaiser, 1981;
Moulton & Harvey, 1990).

O linfoma pode ser mencionado como linfoma nao-Hodgkin (LNH), de acordo com
a terminologia humana. A doenga de Hodgkin ndo foi ainda reconhecida nesta espécie
(Fournel-Fleury et al., 2002).

Segundo o trabalho de Bickgren (1965), a incidéncia anual foi estimada em 13 a 24
casos por 100.000 caes em risco e as taxas de incidéncia anuais relacionadas com a idade
estimam que 1,5 por cada 100.000 cdes com menos de 1 ano e 84 por cada 100.000 caes entre
10 e 11 anos desenvolvem esta neoplasia (Vail & Young, 2007).

O linfoma afecta sobretudo cdes de meia idade, principalmente entre os 6 e os 9 anos
(Vail & Young, 2007; Argyle, 2008), embora esteja descrita uma associacao entre o aumento
da idade e a susceptibilidade para o desenvolvimento tumoral. Esta relacdo pode explicar-se
em parte, devido ao aumento de lesdes no acido desoxirribonucleico (ADN) celular, que
levam a uma transformac¢do maligna das células e ao consequente desenvolvimento tumoral
(Waters, 20006).

O linfoma pode aparecer em caes de qualquer idade, raga ou género, contudo, ¢
evidente a relagdo entre a componente genética € o desenvolvimento desta neoplasia, sendo
que, algumas linhagens sanguineas e determinadas ragas como Boxer, Basset Hound,
Rotweiller, Cocker Spaniel, Sdo Bernardo, Scottish Terrier e Airedale Terrier apresentam uma
maior predisposicdo para o aparecimento da mesma. Por sua vez, racas como Teckel,
Pomeranians, Pekinés, Poodle, Chihuahua e Spaniel apresentam menor predisposi¢do para o
desenvolvimento de linfoma (Vail & Young, 2007).

Embora grande parte da bibliografia consultada sugira que o género nao constitui um

factor de risco significativo (Modiano et al., 2005; Vail & Young, 2007; Argyle et al., 2008;
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Nelson & Couto, 2009), um trabalho realizado por Moreno et al. (2007), verificou uma maior
frequéncia de linfoma em machos e pelo contrario, Teske et al. (1994), registou um maior
nimero de linfoma em fémeas.

Num outro trabalho realizado por Villamil et al. (2009), concluiu-se que existe de
facto uma relagdo entre o género e o aparecimento de linfoma no cdo, semelhante ao que
ocorre nos humanos, existindo a hipotese do nivel de hormonas sexuais em fémeas nao
esterilizadas diminuirem o risco de aparecimento de linfoma. A etiologia desta associagao

deve ser futuramente investigada (Villamil, 2009).

1.2.1. Factores genéticos e moleculares

Avangos recentes na area da citogenética molecular, incluindo técnicas de microchip
de genes tém sido aplicadas para investigar as alteragdes nos cromossomas de cdes com
linfoma (Vail & Young, 2007).

Segundo o trabalho de Thomas et al. (2003), as alteragdes detectadas incluiam
ganhos nos cromossomas 13 e 31 e perdas no cromossoma 14 de um total de 25 casos
analisados.

Por outro lado, num estudo de 61 caes com linfoma, houve evidéncia de aumento na
duragdo da remissdao do primeiro tratamento e tempo de sobrevivéncia de cdes com trissomia
do cromossoma 13 (25% dos animais estudados) (Hahn et al., 1994).

A publicagdo do genoma canino e a disponibilidade comercial de chip’s de genes de
cao vai de certo contribuir para avangos no dominio da compreensao dos eventos genéticos na
base do desenvolvimento do linfoma num futuro préximo (Lindblad-Toh et al., 2005).

Outras mutacdes genéticas somadticas € da linha germinativa, apesar de raras, foram
anteriormente detectadas em alguns cdes com linfoma, nas quais se verificou mutagdao da
proteina supressora tumoral p53 e do gene N-ras em caes de raca Bull mastiff € num cao com
linfoma, respectivamente (Veldhoen et al., 1998; Mayr et al., 2003).

Segundo as investigacdes de Veldhoen et al. (1998), as mutagdes do gene p53
estavam associadas a diversas neoplasias de origem nao linféide no cao, acreditando-se assim
que o estado do gene p53 no linfoma apresenta um modelo clinico valido para investigar a
eficacia de varios protocolos quimioterdpicos bem como para avaliar o seu potencial

oncogénico. Os resultados publicados neste mesmo estudo indicam que mutagdes na linha
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germinativa do gene p53 t€m um papel no desenvolvimento de neoplasias caninas e podera
em parte explicar a predisposi¢do de algumas racas e linhagens para desenvolverem
determinados processos neoplasicos (Veldhoen et al., 1998).

Ainda no ambito dos factores de risco relacionados com a heritabilidade, foi
demonstrada a associagdo entre determinados imunofenotipos de linfoma e racas especificas
de canideos, como o caso dos Boxer, Airedale Terrier e Sharpei que apresentam sobretudo
linfoma de células T, e o caso dos Basset Hound e Cocker Spaniel que apresentam sobretudo

linfoma de células B (Lurie et al., 2004; Modiano et al., 2005).

1.2.2. Factores infecciosos

Num estudo recente, realizado por Huang et al. (2012), foi confirmada a associagao
do y-herpesvirus Epstein-Barr (EBV) e o desenvolvimento de linfoma de células B no cao.

Através de serologia, foram detectados anticorpos contra as capsides de EBV. Por
outro lado, e através de microscopia electronica, foi também observada a presenca de
particulas virais nos linfonodos dos cdes afectados, confirmando esta associacdo (Huang et
al., 2012).

De acordo com os exemplos humanos, infe¢des por Helicobacter estao directamente
associadas ao desenvolvimento de linfoma géstrico, contudo, esta relacdo ndo foi até¢ a data
demonstrada como definitiva no cdo. A evidéncia indica que a infe¢do laboratorial por
Helicobacter em Beagles resulta na formagdo de foliculos linféides reactivos no estomago,
que ¢ considerado um precursor do linfoma do tecido linféide associado as mucosas (MALT)
nos humanos (Rossi et al., 1999).

A semelhanca da Schistomatose humana, ha ainda registo de um caso de infecgdo
por Heterobilharzia americana, um trematode, ¢ o desenvolvimento de linfoma numa cadela
de 11 anos (Stone et al., 2011).

Embora a associagdo entre linfoma e parasitas hematicos, esteja ainda pouco
documentada, foi descrito por Manzillo et al. (2008), um caso de linfoma extra-nodal de
células T-yd, num canideo macho de 8 anos de idade com leishmaniose. Nao s6 as células T-
v0 parecem estar envolvidas na resposta do hospedeiro contra este parasita, como também o

facto de haver estimulacdo antigénica prolongada e imunosupressdo cronica, tipicamente
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provocada pela leishmaniose, parecem ter um papel importante na etiopatogénese do linfoma
de cé¢lulas T (Manzillo et al., 2008).

Ainda no ambito dos parasitas hematicos, existe registo de um canideo fémea de 5
anos de idade, que desenvolveu um linfoma de células B, no decorrer do tratamento para
ehrlichiose e histoplasmose sistémicas. Neste caso, o linfoma foi associado a inflamagao
cronica provocada pela ehrlichiose e histoplasmose (Brunker & Hoover, 2007).

Por ultimo, Duncan et al. (2008), num trabalho realizado com caes de raga Golden
Retriever, verificou através de analises de PCR que estava presente a mesma percentagem da
bactéria Bartonella em linfonodos de caes com linfoma e em cdes do grupo controlo que se
encontravam saudaveis, ndo havendo assim associacao directa entre a infec¢ao por Bartonella
e a presenca de linfoma. O autor sugere a realizagdo de outros estudos que demonstrem de

que forma a bactéria Bartonella podera estar relacionada com o desenvolvimento do linfoma

no cao (Duncan et al., 2008).

1.2.3. Factores ambientais

O papel dos factores ambientais como o caso dos herbicidas e o seu potencial
causador de neoplasias do sitema hematopoiético tem vindo a ser objecto de estudo ao longo
dos anos (Vail & Young, 2007).

O desenvolvimento de linfoma associado a exposi¢ao prévia ao herbicida 2,4 4cido-
dicloro-fenoacético (2,4D), foi estudado por alguns autores, (Hayes et al., 1991; Zahm &
Blair, 1992; Kaneene et al., 1999), contudo, sdo necessarios estudos futuros mais
representativos, pois ndo foi confirmada a associacdo dose-resposta deste herbicida e do
desenvolvimento de linfoma.

A associacdo entre o linfoma em animais que habitavam em zonas industriais, com
exposicdo a quimicos domésticos foi também avaliada, demonstrando uma idade mais
precoce no desenvolvimento desta neoplasia para os animais residentes nestas zonas e
expostos aos quimicos, comparativamente aos ndo expostos a este tipo de agentes (Gavazza et

al., 2001).
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Num estudo publicado por Pastor et al. (2009), afirmou-se que as incineradoras de
lixo, locais poluidos e lixo radioactivo devem ser considerados como indicadores de risco
para o linfoma no cao.

Embora trabalhos epidemioldgicos demonstrem que o uso de alguns produtos
quimicos na manuteng¢do da relva aumentem o risco de linfoma, sdo ainda necessarios estudos
que confirmem quais os compostos quimicos implicados nestes produtos que estdo
directamente relacionados com o aparecimento desta neoplasia (Takashima-Uebelhoer et al.,

2012).

1.2.4. Factores imunitarios

No que diz respeito a medicina humana, estdo descritos alguns estudos que relatam o
aparecimento de linfoma secundario a doencas auto-imunes e doencas inflamatodrias crénicas
(Smedby et al., 2006; Goldin & Landgren, 2009).

Também os doentes sujeitos a transplantes de oOrgdos e células estaminais,
apresentaram um risco acrescido no desenvolvimento de linfoma, sendo 20-120% superior,
comparativamente a populacdo em geral (Jagadeesh et al., 2012).

Em medicina veterindria, suspeita-se de que algumas alteracdes do sistema
imunitario do cdo (ex: doencas auto-imunes), ndo relacionadas com idade ou género,
representem um risco acrescido no desenvolvimento de linfoma, comparativamente a
populagdes normais (Foster et al., 2000).

Esta ainda descrito um caso de aparecimento de linfoma num cao depois de ter sido
realizado um tratamento com ciclosporina; apesar de ser apenas um caso, este pode indicar
uma relacao efectiva entre o uso de terapias imunossupresoras € o aparecimento de linfoma
nesta espécie (Blackwood et al., 2004).

Aguardam-se mais estudos que confirmem estas associagdes.
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1.3. Sistemas de classificacao do linfoma

1.3.1. Classificacdo morfologica do linfoma

O linfoma ¢ um grupo heterogéneo de neoplasias com caracteristicas morfoldgicas
distintas, varias manifestacdes clinicas possiveis e com diversos tratamentos € progndstico
(Vail & Young, 2007).

Por esta razdo, ao longo dos anos, tém sido feitos esfor¢os para estabelecer uma
classificagdo adequada e racional deste tipo de tumores, tanto na medicina veterinaria como
na medicina humana (figura 5). Visto que existem inimeras semelhang¢as entre os animais € o
homem, as classificagcdes para o linfoma no cao t€m sido adaptadas com base nos esquemas

de classificagdo do linfoma no homem (Parodi, 2001; Valli, et al., 2002; Valli, et al., 2011).

1966 1974 1990 1999

Rappaport Lukes & Collins K.i.el oMs
modificado

] ]
| | | ' | )
Gall & Working

Mallor’s Formulation
1974 1994

1945 1980

Figura 5 — Esquema de evolugdo dos sistemas de classificagdo do linfoma (Adaptado de Parodi, 2001).

1.3.2. Evolucao dos sistemas de classificacao do linfoma

A primeira tentativa de classificacdo do linfoma no homem foi feita por Gall &
Mallory em 1942, tendo sido aplicada ao cao por Bloom et al. em 1945. Esta classificava de

forma basica os tipos de linfoma, tal como descrito na tabela 1 (Parodi, 2001).
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Tabela 1 — Classificacdo do linfoma segundo Gall e Mallory (Adaptado de Parodi, 2001).

Clssificacio segundo Gall & Mallory

- Linfoma de células estaminais

- Linfoma (monocitico) clasmatocitico

- Linfoma linfoblastico

- Linfoma linfocitico

- Linfoma Hodgkin

- Sarcoma Hodgkin

- Linfoma folicular

Em 1966, Henry Rappaport apresentou uma classificacio com base na morfologia
celular e no padrao de crescimento do tecido neoplasico. Assim, introduziu-se a ideia de que a
arquitectura do tecido neoplasico apresentava prognoéstico clinico do tumor, distinguindo para
cada tipo citoldgico a forma folicular, nodular ou difusa. Tal como a classificacdo anterior de
Gall e Mallory, esta incluia o linfoma do tipo histiocitico. Visto que a maioria dos animais
com linfoma foram classificados como tumores difusos com morfologia celular histiocitica, a
classificagdo da Rappaport demonstrou pouco valor de prognostico em medicina veterinaria
(Parodi, 2001; Vail & Young, 2007).

No final dos anos 60, foram realizadas novas investigacdes no ambito do sistema
imunitario e da fisiologia das cé€lulas linféides, promovendo novas orientagdes conceptuais e
dando origem a novos sistemas de classificagdo como o de Robert Luckes (num conceito
Americano) e o de Karl Lennert (numa visdo mais Europeia). Assim, pela primeira vez, foi
possivel diferenciar os linfomas, segundo o imunofenotipo, com origem nas cé¢lulas B ou nas
células T (Parodi, 2001; Vail & Young, 2007).

Em 1974, Kiel Lennert e o seu grupo de trabalho, apoiados pelo clube europeu do
linfoma publicaram a classificacdo de Kiel, que foi fundamental para descrever os diferentes
tipos celulares, tendo sido usada mundialmente em oncologia veterinaria, com maior destaque
na Europa. Neste mesmo periodo, Lukes e Collins descreveram o conceito da célula centro-
folicular, propondo que o centro folicular era o local de transformacao de células do tipo B.

Esta classificacao era essencialmente funcional, sem divisdo consoante o grau de malignidade
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e apesar de todos os esforgos, estes dois tipos de classificacdo demonstraram pouca relevancia
clinica para o linfoma no cdo (Parodi, 2001; Valli, et al., 2002; Vail & Young, 2007; Vezzali,
et al., 2009).

No inicio dos anos 70, surgiram varias propostas de classificagdo do LNH humano e
no intuito de harmonizar todas estas propostas, foi realizado em 1980, nas instalagdes do
Instituto Nacional do Cancro, nos Estados Unidos da América, um estudo internacional
multicéntrico, denominado projecto de classificacao patoldgica do LNH. Foram analisados
1250 casos de LNH, por patologistas experientes, resultando na “Working Formulation” de
uso clinico para LNH. Foi introduzida uma sub-divisdio em LNH de baixo grau, de grau
intermédio e de alto grau, contudo, este sistema de classificagdo ndo incluia a separagdo em
células segundo o imunofendtipo (tipo B ou T) (Parodi, 2001; Vail & Young, 2007).

Em 1990, foi publicada a classificagdo actualizada de Kiel. Esta, tal como
inicialmente, para além de se basear no critério morfologico das células tumorais, adicionou a
separacao entre os linfomas de baixo grau e de alto grau, introduzindo ainda a identificacao
imunofenotipica dos novos sub-tipos de linfoma, especialmente do grupo derivado das células
T. A nova classificacao de Kiel ndo parou por aqui, revelando a classificagdo de LNH extra-
nodal. Este sistema de classificacdo caracterizou assim um importante factor de progndstico
dos LNH, baseando-se no imunofendtipo e afirmando que o linfoma de células T apresentava
pior prognostico (Parodi, 2001; Valli, et al., 2002; Vail & Young, 2007).

Pouco tempo depois, em 1994, o grupo internacional de estudo do linfoma (ILSG)
publicou a classificacio REAL (Revisdao do Linfoma, Europeu e Americano), combinando a
morfologia das células tumorais, o imunofenétipo, factores genéticos e manifestacdes
clinicas, tendo sido esta ultima um dos aspectos mais recentes do grupo ILSG. O sistema
REAL considerou tanto a relacdo entre o grau histolégico e a agressividade clinica, como a
diferenca entre tumores de células B e T com arquitectura histologica e citomorfologica
semelhante (Parodi, 2001; Vail & Young, 2007; Vezzali, et al., 2009).

Por ultimo, a nova classificagdo humana de neoplasias do sistema hematopoiético e
tecidos linféides da Organizacio Mundial de Saade (OMS) (2002) foi finalizada,
incorporando o LNH e a doenca de Hodgkin, bem como todas as neoplasias derivadas do

tecido hematopoiético (tabela 2) (Valli et al., 2002; Vezzali, et al., 2009).
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Tabela 2 — Classificagdo Histologica dos Tumores Hematopoiéticos nos Animais Domésticos segundo a OMS

(Adaptado de Valli et al., 2002).

Tumores do sistema linfoide

Neoplasias linféides das células B

Neoplasias linféides das células T

Neoplasia de células B precursoras

Neoplasia de células T e NK precursoras

Leucemia/ linfoma linfoblastico de células B

Leucemia/ linfoma linfoblastico de células T

Neoplasia de células B maduras

Neoplasia de células T/NK maduras

Leucemia/linfoma linfocitico cronico de células B

Disttrbios de células grandes e granulares:
- Leucemia linfocitica cronica de células T ou NK
- Leucemia linfoproliferativa de células T grandes

granulares

Linfoma linfocitico de tipo intermédio de células B

Neoplasias cutaneas de células T:

- Linfoma cutaneo epiteliotrépico/ndo-epiteliotropico

Linfoma linfoplasmocitico

Linfoma de células T extranodal/periférico:

- Do tipo linféide ou inflamatério misto

Linfomas foliculares:
- Linfoma das células do manto
- Linfoma folicular de células centrais do tipo I, II ou III

- Linfoma nodal ou esplénico da zona marginal

Linfoma/leucemia de células adultas tipo células T

Linfoma extranodal da zona marginal do MALT

Linfoma angioimunoblastico

Leucemia de hairy cells

Linfoma angiotrépico

- Plasmocitoma indolente ou anaplésico

- Mieloma de células plasmaticas

Linfoma intestinal de células T

- Linfoma de células B grandes rico em células T
- Linfoma imunoblastico de células grandes
- Linfoma difuso de células B grandes

- Linfoma timico de células B grandes (mediastinico)

Linfoma de células B de alto grau de tipo Burkitt

Linfoma anaplasico de células grandes

Esta classificagdo da OMS representou um passo bastante importante em oncologia,

veterinaria, uma vez que permitiu a identificacdo de véarias entidades oncoldgicas, revistas

com base em conhecimentos cientificos recentes e critérios de uniformizagao (Valli et al.,

2002; Vail & Young, 2007; Vezzali, et al., 2009).

Este sistema de classificacdo considera 5 estadios, de acordo com a extensao da

doenca, sendo cada estadio posteriormente sub-dividido, de acordo com as alteracdes clinicas
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do paciente, conforme descrito na tabela 3. Apesar disso, sdo necessarias mais investigacdes €
estudos nesta drea que demonstra avangos cientificos constantes, no intuito de classificar mais

especificamente cada tipo de linfoma (Vail & Young, 2007).

Tabela 3 — Estadiamento de LNH no céo, segundo a OMS (Adaptado de Vail & Young, 2007).

Estadio (Inclui localizacido anatémica): Localizaciao anatémica:
I — Envolvimento de apenas um linfonodo ou tecido A — Generalizado
linféide num tnico 6rgao. B — Alimentar

IT — Envolvimento de varios linfonodos numa area C — Timico

regional (com ou sem tonsilas) D — Cutaneo

III — Envolvimento generalizado dos linfonodos (com | E — Leucemia (verdadeira)
ou sem estadio III) F — Outros

IV — Envolvimento do figado ou baco

V — Manifesta¢do no sangue ou envolvimento da

medula 6ssea e/ou outros sistemas organicos (com ou

sem estadio [ a IV)

Sub-estadio (adicionar a cada estadio):

a — Com sinais sistémicos de doenga
b — Sem sinais sistémicos de doenga

1.4. Classificacido topografica do linfoma

1.4.1. Linfoma nodal

O linfoma nodal refere-se a todas as formas de linfoma que afectem 1 ou mais

linfonodos, sendo a forma mais comum a multicéntrica (Vail & Young, 2007).

1.4.1.1. Forma multicéntrica

Segundo Jacobs et al. (2002) e Vail & Young (2007), 80% dos cdes com linfoma

desenvolvem a forma multicéntrica. Esta forma de linfoma distingue-se pela presenca de
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linfadenopatia generalizada (com aumentos de 5 a 15 vezes o tamanho normal), mével, ndo
dolorosa, podendo inicialmente estar localizada nos linfonodos sub-mandibulares e pré-
escapulares, progredindo para os restantes linfonodos (Nelson & Couto, 2009).

A manifestagdo secundaria mais comum dos linfomas multicéntricos ¢ a infiltracao
hepato-esplénica, sendo esta associada a casos avangados da doenga. Em 27% a 34% dos
canideos afectados existe também envolvimento pulmonar, com infiltragdo difusa visivel no

exame radiologico (Vail & Young, 2007; Bryan, 2010).

1.4.1.2. Forma mediastinica

O linfoma timico (ou mediastinico) ocorre em cerca de 5% dos animais com linfoma
(Vail & Thamm, 2005).

Esta forma ¢ caracterizada por aumento dos linfonodos cranio-mediastinicos, sendo
os sinais clinicos proporcionais a extensdo da doenca (figura 6) (Vail & Young, 2007; Bryan,

2010).

Figura 6 — Imagem ecografica de linfadenomegalia mediastinica num cdo com linfoma timico (Fotografia
gentilmente cedida por Dra. Carolina Brito Monteiro).

Caes com linfoma mediastinico podem apresentar sinais respiratdrios, incluindo
dispneia e abafamento dos sons cardiacos, politria e polidipsia, sendo estas duas ultimas

alteragdes secundarias a hipercalcémia (Rosenberg et al., 1991; Vail & Young, 2007).
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Alguns casos podem ainda manifestar sindrome pré-cava secundario a compressao
da veia cava cranial pelo tumor, com edema da cabega, pescogo € membros anteriores. (Vail
& Thamm, 2005; Vail & Young, 2007).

Segundo um estudo realizado por Rosenberg et al. (1991) 43% dos canideos com
linfossarcoma mediastinico apresentavam hipercalcémia.

O tempo médio de sobrevivéncia associado a este tipo de tumor, com tratamento,

ronda os 5 a 8 meses (Turek et al., 2008).

1.4.2. Linfoma extra-nodal

As formas extra-nodais primarias, podem ocorrer em qualquer localiza¢do fora do
sistema linfatico, em 6rgdos como os olhos, o sistema nervoso central (SNC), o osso, 0s
testiculos, a bexiga, o coragdo e a cavidade nasal (Vail & Young, 2007).

Os sinais clinicos estdo normalmente associados a localiza¢do e severidade das
lesdes (Vail & Young, 2007; Bryan, 2010).

No caso de linfoma primario do SNC podem ocorrer convulsoes, paralisia ou parésia,
dependendo se o envolvimento ¢ focal ou multifocal (Couto & Nelson, 1984; Dallman &
Saunders, 1986).

No caso de linfoma ocular, pode ser detectada infiltracdo e espessamento da iris,
uveite, hipopion, hifema, sinéquia posterior e glaucoma (Vail & Thamm, 2005; Swanson,
1990).

Num estudo realizado por Massa et al. (2002), em 102 casos de uveite, 17% eram
secundarios ao linfoma.

Num outro estudo, onde foram incluidos 94 caes com linfoma multicéntrico canino,
37% apresentaram alteracdes compativeis com uveite (Krohne et al., 1987).

As alteracdes como uveite anterior sao normalmente observadas em caes com estadio

avangado de doenca (estadio V segundo a OMS) (Vail & Young, 2007).
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1.4.2.1. Forma alimentar

A forma alimentar de linfoma ¢ a segunda mais diagnosticada, representando 5% a
7% de todos os linfomas caninos (Coyle & Steinberg, 2004; Couto et al., 1998).

O linfoma alimentar ocorre mais frequentemente em machos do que em fémeas e
muitos dos canideos afectados exibem sintomatologia ndo especifica como perda de peso,
anorexia, sinais de mé absor¢do, vomito, diarreia e pan-hipoproteinémia, sendo esta ultima
um factor de prognostico negativo (Couto et al., 1989; Nelson & Couto, 2009; Bryan, 2010).

O linfoma alimentar pode surgir na forma focal ou multifocal e ocasionalmente pode
ocorrer ruptura da massa intestinal, com peritonite ou obstru¢do intestinal secundaria. O
principal diagnostico diferencial para este tipo de neoplasia ¢ a enterite linfo-plasmocitica,
contudo, ao contrario do que ocorre no linfoma alimentar, nestes casos nao ha envolvimento
da camada muscular (Bryan, 2010).

Segundo um estudo realizado por Coyle & Steinberg (2004), onde foram avaliados
44 casos de linfoma alimentar canino, a localizagdo mais frequente foi o intestino delgado,
seguindo-se o estdmago e o figado. Este estudo restrospectivo revelou ainda que a forma de
linfoma gastrointestinal primario canino mais frequente era a de células T (75% dos casos).

Os tempos médios de sobrevivéncia para o linfoma alimentar sdao aproximadamente

4 meses, com realiza¢dao de quimioterapia (Turek et al., 2008).

1.4.2.2. Forma cutanea

Apesar do linfoma ser a neoplasia do sistema hematopoiético mais diagnosticada no
cdo, a forma cutanea de linfoma ¢ pouco frequente, representando apenas 3 a 8% de todos os
linfomas nesta espécie (Bouchard, 2000).

O linfoma cutaneo ¢ uma neoplasia expontanea da pele e mucosas, que ocorre
especialmente em animais idosos, ndo havendo uma predisposicdo racial para o seu
aparecimento (Bouchard, 2000; Vail & Young, 2007).

Existem varios nomes para esta neoplasia, sendo denominada por alguns autores
como o “grande imitador”, mas na verdade ndo sdao mais do que o reflexo das diferentes

manifestagdes clinicas existentes para a mesma entidade (Mycosis fungoides, sindrome de

28



Sézary, Reticulose pagetoide e doenca de Woringer-Kolopp) (Bouchard, 2000; Fontaine et al.,
2009).

As lesdes podem ser focais ou multiplas, ligeiras, equizematosas, em forma de placas
ou mesmo tumores nodulares de grandes dimensdes. As lesdes podem ou ndo ser pruriticas,
surgindo em qualquer localizacao (figura 7) (Vail & Thamm, 2005).

O termo Mycosis fungoides surgiu pela aparéncia em cogumelo destes tumores nos
humanos, contudo, o termo linfoma epiteliotrépico parece ser mais adequado para caracterizar
populagdes anormais de linfocitos localizadas na epiderme (figura 8) (Bouchard, 2000).

Assim, o linfoma canino epiteliotrépico tem origem nas células T e pode ser definido
como uma neoplasia expontanea da pele e membranas mucosas, que ocorre especialmente em

caes idosos (média de idade 11 anos) (Moore et al., 1994).

Figura 7 — Linfoma cuténeo, presenca de multiplas lesdes na regido dorsal do pescoco (Fotografia
gentilmente cedida por Dr. Hugo Gregorio).

O linfoma cutaneo pode ainda ser caracterizado segundo o imunofendtipo em origem
nas células B ou T, sendo este ultimo raro e associado a um pior progndstico, com tempos
médios de sobrevivéncia de alguns meses a 2 anos de vida, demonstrando uma baixa resposta

ao tratamento (Fontaine, 2009).
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Figura 8 — Linfoma cutineo de células T, forma tipica em "Donut" (Fotografia gentilmente cedida por Dr.
Hugo Gregorio).

1.4.3. Linfoma indolente

A classificagdo de um linfoma como indolente baseia-se essencialmente numa
associacao entre a classificagdo morfologica e o comportamento clinico do linfoma, tendo em
conta a progressao da doenga e a sua resposta ao tratamento. Todos os tipos de linfoma
podem apresentar este caracter, representando aproximadamente 29% de todos os linfoma no
cdo (Flood-Knapik et al., 2012).

Segundo a caracterizacao histopatoldgica da OMS, o linfoma indolente pode ser
caracterizado no tipo folicular, zona do manto, zona marginal e o linfoma T de células
pequenas. Os linfomas indolentes de células B e T partilham uma taxa mitotica baixa e uma
velocidade de progressdo clinica lenta. Em estadios avancgados, os linfomas indolentes
apresentam as mesmas caracteristicas citomorfologicas do linfoma ndo indolente, contudo,
perdem a arquitectura folicular. Por este motivo, a natureza indolente pode ndo ser evidente
na avaliacao histoldgica (Flood-Knapik et al., 2012).

Os linfomas indolentes aparecem geralmente apds um longo periodo de hiperplasia
benigna e tendem a apresentar esclerose medular e capsular (Valli et al., 2006; Flood-Knapik
etal., 2012).

Num estudo recente, onde foram analisados 75 linfomas indolentes em caes, sendo
os mais frequentes, os do sub-tipo histologico interfolicular e da zona marginal com 61.7% e
25%, respectivamente, demonstrando uma maior sobrevivéncia quando eram utilizados

protocolos quimioterdpicos baseados no CHOP (Flood-Knapik et al., 2012).
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1.5. Diagnéstico

1.5.1. Historia e sinais clinicos

O diagnéstico de linfoma é geralmente simples e intuitivo, contudo, os sinais clinicos
sdo extremamente variaveis, dependendo ndo s6 da localizagdo da doenga e sua progressao
como também da extensdo da lesdo e envolvimento orgéanico (Vail & Thamm, 2005; Vail &
Young, 2007).

Na maioria dos casos, os cdes com linfoma multicéntrico apresentam-se a consulta
higidos, (sub-estadio “a” segundo a OMS), embora, 20% a 40% dos casos tenha historia de
perda de peso, anorexia, letargia e episodios febris (sub-estadio “b” segundo a OMS) com
linfadenopatia generalizada, ndo dolorosa e ndo associada a febre (figura 9) (Vail & Young,

2007; Nelson & Couto, 2009; Bryan, 2010).

Figura 9 — Linfadenopatia pré-escapular num cdo com linfoma multicéntrico (seta) (Fotografia gentilmente
cedida por Dr. Joaquim Henriques).

Pode verificar-se edema sub-cutineo por compromisso da drenagem linfatica, sendo
os restantes sintomas extremamente variaveis, dependendo dos 6rgdos afectados e da presenca
ou ndo de sindromes para-neoplasicos (Vail & Thamm, 2005; Vail & Young, 2007; Couto &
Nelson, 2009).
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No que diz respeito ao exame fisico, este deve ser detalhado, procurando alteracdes
em todas as regides anatdmicas, incluindo o exame de exploracao rectal. Aproximadamente
50% dos casos apresentam esplenomegalia, podendo também estar presentes alteracdes como
politria e polidipsia, remetendo-nos para provaveis alteracdes renais ou hipercalcémia. Na
presenca de febre, anemia, palidez, trombocitopénia, petéquias ou linfocitos atipicos no
esfregaco de sangue, devemos suspeitar de envolvimento da medula 6ssea (Vail & Thamm,
2005; Vail & Young, 2007; Bryan, 2010).

Quanto ao linfoma alimentar, os sintomas sao variaveis, desde auséncia de
manifestacdo da doenca a perda de peso e diarreia. Em casos iniciais pode mesmo ser dificil
de distinguir uma enterite linfoplasmocitica e um linfoma alimentar (Vail & Young, 2007;
Bryan, 2010).

Outros achados sugestivos de linfoma, neste caso durante a auscultagdo toracica,
incluem taquipneia e/ou dispneia, bem como abafamento dos sons cardiacos, sugerindo
massas mediastinicas ou derrame pleural, remetendo-nos para um possivel linfoma
mediastinico (Vail & Thamm, 2005; Vail & Young, 2007).

Durante o exame oftalmologico, devem ser procuradas alteragdes como infiltrados
oculares, uveite, hifema ou hemorragia da retina (Vail & Thamm, 2005).

No caso de estarmos perante um caso de linfoma do SNC pode haver historia de
convulsoes, paralisia ou parésia, dependendo se o envolvimento ¢ focal ou multifocal e da
progressao da doenga (Couto & Nelson, 1984; Dallman & Saunders, 1986).

Por ultimo, na forma cutanea, existe uma grande diversidade de sintomas, podendo
haver lesdes focais, multifocais, generalizadas e por vezes pruriticas (Jacobs et al., 2002; Vail

& Young, 2007; Bryan, 2010).
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1.5.2. Alteracoes laboratoriais

Hematologia

A maior parte dos caes com linfoma apresenta valores normais de hemograma no
momento do diagnostico, contudo, por vezes surgem alteracdes como anemia normocitica e
normocrémica moderada, (atribuida a doenga crénica) (Vail & Young, 2007).

Esta alteracdo pode ser observada em cerca de um ter¢o dos caes com linfoma,
tratando-se do sindrome para-neoplasico mais frequentemente associado a esta neoplasia
(Jacobs et al., 2002).

No caso de invasdo da medula 6ssea, pode haver alteragdes como rubricitose,
contudo, raramente se verifica anemia hemolitica (Madewell & Feldman, 1980; Jacobs et al.,
2002).

Cerca de 25% a 40% dos caes com linfoma apresentam alteragdes como neutrofilia,
contudo, linfocitose e linfopénia sdo observadas em apenas 20% dos casos, respectivamente.
Por outro lado, a detec¢do de linfocitos neoplasicos em circulagdo ¢ um fenémeno bastante
raro (Jacobs et al., 2002).

Quanto as plaquetas, podem ser observadas alteracdes como trombocitopénia em
30% a 40% dos cades com linfoma, apesar da ocorréncia de hemorragia expontanea ser

extremamente rara (Jacobs et al., 2002).

Bioquimicas

Em animais assintomaticos, o perfil bioquimico basico (ALT, FAS, GGT, UREIA,
CREA, GLU, ALB, PT) esta frequentemente normal, contudo, e dependendo da extensdo das
lesdes, este pode revelar alguns indicadores de falha organica, como alteragdes da fungao
renal, hepatica ou outras (Vail & Thamm, 2005; Vail & Young, 2007).

A hipercalcémia ¢ a alteragdo electrolitica mais frequentemente associada ao
linfoma, sobretudo no imunofendtipo T, estando presente em aproximadamente 10% dos

casos (Meuten et al., 1983).
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Urianalise

No que diz respeito a urianalise, esta vai-nos dar informacgao relativa a funcao renal e
trato urinario. E importante referir que isoestentria em cies com azotémia e hipercalcémia,
por si s6 nao justifica uma patologia renal, visto que os niveis elevados de célcio interferem
com as capacidades de concentragdo tubular, devido a falhas no controlo da hormona anti-

diurética (ADH) (Vail & Thamm, 2005; Vail & Young, 2007).

1.5.3. Citologia e histologia

Na maioria dos casos, o diagnostico de linfoma realiza-se facilmente a partir da
avaliacdo de amostras retiradas através de puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) de
linfonodos ou de outros tecidos afectados. Devem ser evitados linfonodos de regides mais
reactivas como os sub-mandibulares, sendo os ganglios pré-escapulares ou popliteos os mais
indicados (Vail & Thamm, 2005; Vail & Young, 2007).

Numa citologia tipica, a maioria das células sdo linféides e de grandes dimensoes
(maiores do que neutrofilos) podendo apresentar citoplasma e nucléolo basofilico visivel ou
cromatina fina com nucléolo ndo distinguivel (figura 10). Nos casos de hiperplasia reactiva
marcada em que se observam células linféides de grandes dimensdes podera ser dificil de as
diferenciar de um processo neoplasico, embora nestes casos a populacdo celular seja
maioritariamente heterogénea. Nos casos dubios ¢ aconselhado realizar outros exames
complementares de diagnostico como a avaliagdo histopatologica da lesao (Vail & Young,

2007).

Figura 10 — Imagem citolégica de um linfonodo de um cdo com linfoma. Corado com Hematoxilina &
Eosina, ampliacdo de 40x (Fotografia gentilmente cedida por Dr. Joaquim Henriques).
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No que diz respeito a histopatologia, devera ser retirado e enviado para analise um
linfonodo completo ou parcial, incluindo a cépsula. A amostra devera ser armazenada e fixada
em formol e submetida ao patologista para analise histopatologica (Vail & Young, 2007).

No caso de estar presente uma hiperplasia linféide, pode ocorrer colonizagdo da
capsula do linfonodo, contudo, os seios periféricos permanecem intactos. Em contraste, em
caso de neoplasia, os seios periféricos estdo normalmente destruidos, particularmente no
linfoma de alto grau (figura 11) (Jacobs et al., 2002).

As técnicas de ultrassonografia podem ser utilizadas para realizar bidpsias
ecoguiadas ou PAAF, sobretudo quando se trata de 6rgdos como figado, baco ou linfonodos

abdominais (Llabrés-Diaz, 2004; Vail & Young, 2007).

\ /

Figura 11 — Imagem de um corte histolégico proveniente de um linfonodo de um cdo com linfoma, onde se
observam algumas figuras mitoticas (setas) ampliacdo de 100x (Fotografia gentilmente cedida por Dr. Joaquim
Henriques).

1.6. Imunofenotipagem

Um dos métodos mais utilizados para distinguir uma populacdo de linfécitos
neoplasica de uma populacdo de linfécitos reactivos € a imunofenotipagem, contudo, o
diagnostico de linfoma através desta técnica apresenta sérias limitagdes (Avery & Avery,
2004).

Esta ¢ uma técnica que permite diferenciar o grau de diversidade dos linfécitos
dentro de uma populacdo em CD3 ou CD79, caracterizando assim as neoplasias como de
origem nas células T ou nas células B, respectivamente. Uma populacdo de linfocitos
fenotipicamente homogénea sugere um processo neopldsico em vez de reactivo (Avery &

Avery, 2004; Argyle et al., 2008; Williams et al., 2008).
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Num trabalho realizado por Thilakaratne et al. (2010), o fendtipo foi identificado
com base em rearranjos clonais detectados por PCR (reac¢do em cadeias de polimerase) nas
amostras recolhidas, onde se concluiu que a presenga de clonalidade do gene da
Imunoglobulina (Ig) indicava fendtipo de células B, enquanto que a deteccdo de genes
receptores de células T (TCR) rearranjados clonalmente indicavam fenotipo de células T. A
técnica de PCR representa assim um método alternativo de caracterizagdo do fenotipo em
canideos com linfoma, tendo sido utilizada para complementar o diagndstico, estadiamento, e
estabelecer o prognostico de casos de linfoma (Williams et al., 2008; Thilakaratne et al.,
2010).

Dobson et al. (2001), demonstrou que o imunofenotipo nao estava associado a
resposta tumoral, contudo, havia uma forte influéncia sobre a sobrevivéncia do paciente,
sendo o fendtipo de células T associadas com tempos livre de doenca significativamente
menores. Os resultados publicados demonstraram ainda que a maioria dos linfomas eram
correspondentes ao imunofenotipo de células B.

Existem actualmente laboratérios que realizam a técnica de imunofenotipagem
através de citometria de fluxo, no intuito de determinar o progndstico de doengas
linfoproliferativas caracterizadas por linfocitose. Uma das vantagens desta técnica € o facto de
ser mais rapida comparativamente a citologia ou histologia, podendo demonstra-se de maior
aplicabilidade na clinica didria. Esta afirmacdo ¢ valida sobretudo para a espécie canina onde
a natureza de células neoplasicas num linfonodo tende a ser semelhante, ao contrario do que
ocorre na espécie felina e equina (Williams et al., 2008).

Por outro lado, ¢ possivel analisar uma grande quantidade de células a0 mesmo
tempo, com critérios estatisticos bastante rigorosos (Gibson et al., 2004).

Independentemente da técnica utilizada, podemos afirmar que o conhecimento do
imunofendtipo tem demonstrado um papel importante na caracterizagdo e prognostico de caes

com linfoma.

1.7. Imagiologia

A radiografia, ultrassonografia ou tomografia axial computorizada (TAC) constituem
ferramentas uteis para a abordagem diagnostica diferencial e estadiamento clinico de linfoma,

determinando a progressdao da doenca. Os resultados da investigacdo imagiologica sdao, na
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maioria dos casos, extremamente valiosos, podendo afectar o progndstico e a decisdo
terapéutica (Vail & Young, 2007; Bryan, 2010).

Em todos os pacientes oncoldgicos e para um estadiamento adequado da doencga,
devem ser realizados 3 planos radiograficos de térax, incluindo uma vista em dectbito lateral
esquerdo, direito e uma vista ventro-dorsal (Vail & Young, 2007; Bryan, 2010).

A avaliacdo de radiografias toracicas e abdominais pode ser importante para
determinar a progressao da doenca e para completar o processo de estadiamento clinico (Vail
& Young, 2007; Bryan, 2010).

Segundo alguns estudos publicados, cerca de 60% a 75% dos canideos com linfoma
multicéntrico apresentam lesdes no exame radiografico de térax. Um terco dos animais
apresenta evidéncia de infiltrados pulmonares e dois tercos tem linfadenopatia toracica
(linfonodos esternais e traqueo-bronquicos) com aumento do mediastino cranial (MacEwen et
al., 1981; Hawkins et al., 1993; Blackwood et al., 1997).

Segundo um trabalho de Starrak et al. (1997), 20% dos canideos com linfoma
apresentavam linfadenopatia do mediastino cranial, que estava relacionado com um factor de
prognostico negativo, em relacdo ao tempo de remissdo e ao tempo de sobrevida (Vail &
Thamm, 2005).

No que diz respeito ao exame imagiologico abdominal, aproximadamente 50% dos
casos revelam aumento dos linfonodos mesentéricos e/ou sub-lombares (iliacos), bem como

do baco ou figado (figura 12) (Blackwood et al., 1997; Starrak et al., 1997).

Figura 12 — Imagem ecografica de linfadenomegalia mesentérica num cdo com linfoma esplénico (Fotografia
gentilmente cedida por Dra. Carolina Brito Monteiro).
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Em termos praticos e segundo Vail & Young (2007), nos casos tipicos de linfoma
multicéntrico canino, a investigacdo imagioldgica limita-se a realizagdo de planos
radiograficos toracicos, pois ndo existe diferenca no que diz respeito ao prognostico de caes
com estadio III em relagdo aos que apresentam estadio IV da doenga (ex: envolvimento do
figado ou bago). Por outro lado, a presenca de linfadenopatia cranio-mediastinica apresenta
um elevado factor de prognostico.

No caso de estarem presentes sinais clinicos alusivos a patologia abdominal, deve ser
realizada uma investigacdo imagiologica mais pormenorizada, nomeadamente com o auxilio
de ultrassonografia, na qual, caso haja indicagcdo, podem ser retiradas amostras eco-guiadas
para complementar o diagndstico. Estas técnicas sdo especialmente uteis para o diagnostico
de linfoma hepato-esplénico e alimentar (figura 13) (Fry et al., 2003; Pennincket al., 2003;
Cienava et al., 2004).

Figura 13 — Imagem ecografica de um linfoma alimentar no intestino delgado de um céo com linfoma
(Fotografia gentilmente cedida por Dra. Carolina Brito Monteiro).

1.8. Diagnosticos diferenciais de acordo com o tipo de linfoma

Virtualmente, o linfoma pode surgir em qualquer 6rgdo do corpo, com ou sem
linfadenopatia periférica e com possivel invasdo simultdnea de outros Orgdos. Assim, €

necessario incluir o linfoma na lista de diagnosticos diferenciais de qualquer alteragao
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organica que seja possivelmente compativel com o mesmo (tabela 4). Devemos ter sempre

presente que o linfoma pode mimetizar inimeras patologias (Vail, 2011).

Tabela 4 — Diagndsticos diferenciais consoante o tipo de linfoma (Adaptado de Vail, 2011).

Localizacao i
FC* Sinais clinicos Diagnéstico diferencial
anatémica
- Linfadenopatia ndo dolorosa. Sinais - Infecgdes disseminadas
Multicéntrico §0v, | ndo especificos (letargia, anorexia, perda | - Alteragdes imuno-mediadas
(nodal) d - | " - Tumores metastizados em linfonodos
+ . i
€ peso). epato ¢ esplenomegalia. - Outros tumores do sistema hematopoiético
- Sinais ndo especificos relacionados - Enterites primdrias e secundarias severas.
com o TGI (vomito, diarreia e perda de - Enterites infiltrativas (enterite linfo-
Alimentar 7% M bdominal/ . .. | plasmocitica)
peso). Massa abdominal/ansas intestinais | Outros tumores GI, corpo estranho,
espessadas possivelmente palpaveis. linfangiectasia, ulceragdo gastro-intestinal
- Generalizado ou focal. Alteragdes - Dermatite infecciosa (ex: pioderma
cutdneas inespecificas (alopécia a formas | avan¢ado)
Cuténeo 6% ) ) - Dermatite imuno-mediada (penphigus)
ulcerativas espessadas, eritematosas e . A
- Outras neoplasias cutaneas
lesdes em placas.
- Dispneia/taquipneia devido ao efeito - Outras neoplasias (timoma, quemodectoma,
massa ou efusdo pleural. carciomatose pleural, granulomatose
L. ; ) linfomatoide pulmonar)
Mediastinico | 3% | - Sindrome pré-cava (edema da cabega). . .
- Doenga infecciosa (doenga granulomatosa,
piotérax)
- Falha cardiaca, quilotérax, hemotdrax)
- Consoante a localizagdo. Inclui SNC, - Variavel, dependendo do 6rgdo ou sistema
Extra-nodal 3%

0ss0, coragdo, cavidade nasal, ocular.

envolvido

*FC - Frequéncia de casos.
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1.9. Tratamento do linfoma

Visto que o linfoma ¢ uma doenca sistémica, ¢ necessario realizar quimioterapia
sistémica na maioria dos casos. Estima-se que 80% a 90% dos cdes atinjam valores médios de
sobrevivéncia de 12 meses com a realizagdo de protocolos especificos constituidos por varios
farmacos (Vail & Young, 2007; Argyle, 2008).

Existem varios protocolos quimioterapicos, € ao longo dos anos tém sido realizados
varios estudos no intuito de estudar qual a associacdo de farmacos que apresenta melhores
resultados no tratamento do linfoma. Estes vao desde a utilizagdo de um tunico agente a
combinagdo de varios farmacos, sendo o Wisconsin Madison (WM) o protocolo mais
utilizado actualmente e o que apresenta melhores taxas de remissao e sobrevivéncia (Vail &
Young, 2007).

A abordagem terapéutica a um paciente com linfoma ¢ determinada ndo s6 pelo
estadio e sub-estadio da doenca, pela presenga ou auséncia de doenca para-neoplasica, pela
condigdo fisica do paciente e compromisso do proprietario, como também pela experiéncia do
médico veterinario e acessibilidade aos farmacos (Vail & Young, 2007; Bryan, 2010).

Sem tratamento, a esperanca média de vida da maioria dos cdes ¢ inferior a 10
semanas; por sua vez, animais que realizam quimioterapia vivem entre 6 a 12 meses, podendo
este valor ser superior em alguns casos. Os animais adultos tendem a sobreviver mais tempo
do que os jovens (Jacobs et al., 2002; Turek et al., 2008).

Os protocolos constituidos por varios farmacos apresentam uma eficacia superior no
tratamento do linfoma, demonstrando maiores tempos de remissdo, comparativamente aos
protocolos de agente unico, contudo, sdo mais dispendiosos e clinicamente mais agressivos.
Os protocolos de agente inico sao normalmente considerados protocolos paliativos, excepto
os que utilizam a doxorrubicina, visto que apresentam uma resposta € tempos de remissao
inferiores, comparativamente aos protocolos de multiplos agentes, contudo, sio menos
dispendiosos, menos toxicos e requerem menos visitas ao médico veterindrio (Vail & Young,

2007).
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1.9.1. Tratamento cirurgico

Embora a maioria dos casos de linfoma sejam da forma multicéntrica, estando
indicada a realizacdo de quimioterapia sistémica, existem algumas situagdes especificas em
que a cirurgia faz parte do plano de tratamento do linfoma no cdo. Estes casos ocorrem
raramente e representam sobretudo as formas solitarias de linfoma (estadio I), ou extra-nodais
solitarias, como por exemplo alguns linfomas orais, alimentares, oculares, compressivos do
SNC ou cutaneos (figura 14) (Vail & Young, 2007; Nelson & Couto, 2009).

Nesses casos, ¢ extremamente importante investigar o possivel envolvimento
multicéntrico, antes de partir para uma abordagem terapéutica cirtrgica local, visto que
grande parte dos linfomas que aparentemente sdo solitarios apresentam algum grau de
envolvimento sistémico (Vail & Young, 2007; Nelson & Couto, 2009; Bryan, 2010).

Os potenciais beneficios da esplenectomia em casos de linfoma esplénico,
permanecem desconhecidos, resultando em taxas de sobrevivéncia de até 14 meses. Pode
haver algumas complicagdes, nomeadamente, morte por coagulacdo intravascular
disseminada (CID), sobretudo nas semanas seguintes a cirurgia (Brooks et al., 1987).

A esplenectomia deve ser ponderada, em casos especificos de linfomas solitarios nao
responsivos a quimioterapia, ou como tratamento de trombocitopénia persistente € anemia
hemolitica ndo controlavel em cdes com linfoma (Brooks et al., 1987; Vail & Young, 2007;
Couto & Nelson, 2009).

Segundo alguns autores, a cirurgia estd indicada quando o tumor em questdo ¢ facil
de retirar e desde que o procedimento cirargico ndo implique riscos consideraveis para o

paciente, devendo este ser posteriormente tratado com quimioterapia (Nelson & Couto, 2009).

Figura 14 — Fotografia intra-cirurgica de uma esplenectomia num cdo com linfoma esplénico (Fotografia
original).
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1.9.2. Tratamento médico

1.9.2.1. Protocolos mono-farmaco.

O tratamento paliativo mais comum baseia-se na utilizacdo de um unico agente
quimioterapico, associado ou nao a terapia com glucocorticoides. Este tipo de abordagem
terapéutica ¢ variavel, podendo ser realizada apenas prednisolona, lomustina, clorambucil ou
a combinacao de ambos (prednisolona e um agente citotoxico) (Turek et al., 2008).

Apesar desta modalidade terap€utica apresentar menores taxas de remissdo, esta ¢
escolhida por alguns proprietarios, sobretudo pela simplicidade e conveniéncia do tratamento
e pela diminuicao de custos.

A doxorrubicina ¢ o firmaco mais eficaz, quando usado isoladamente, no tratamento

do linfoma (Turek et al., 2008; Vali, 2011).

Prednisolona

A prednisolona tem sido associada a uma remissdao completa (RC) ou parcial em
cerca de 50% dos canideos, apresentando tempos de remissao e de sobrevida mais curtos, de 2
a 4 meses, com melhorias clinicas significativas ap6s a sua administracao (Vail & Young,
2007; Turek et al., 2008).

Um dos problemas decorrentes do uso isolado de glucocorticéides € o facto de estes
poderem influenciar negativamente a duracdo da remissdo e a resposta a terapias posteriores
no caso de se introduzir um protocolo quimioterapico mais agressivo (Turek et al., 2008),
contudo, o mecanismo causador desta resisténcia as drogas quimioterapicas permanece sob
investigacao (Legendre, 2007).

A dose de prednisolona ¢ de 2 mg/kg PO, uma vez por dia durante 7 dias, seguida de

1 mg/kg PO uma vez por dia (Turek et al., 2008).
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Doxorrubicina

A doxorrubicina (DOX) ¢ o farmaco mais eficaz, quando os proprietarios pretendem
um protocolo mais curto e econdmico. Se utilizada isoladamente, proporciona taxas de
remissdo na ordem dos 70% com sobrevivéncias médias de 5 a 7 meses (Vali, 2011).

A DOX deve ser administrada por via endovenosa lenta a cada 21 dias num total de 5
doses ao longo de 15 semanas, diluindo a dose a administrar em solugao salina (NaCl 0.9%)
(Turek et al., 2008; Bryan, 2010).

A dose recomendada ¢ de 30 mg/m’ EV, sendo que em canideos com peso inferior a
10 kg a dose ¢ de 1 mg/kg. Esta redu¢dao na dose deve-se ao aumento da toxicidade quando a
dosagem ¢ feita com base na superficie corporal (Lana, 2003).

Visto que este farmaco apresenta toxicidade cardiaca, os caes que apresentem doenca
cardiaca persistente ou diminui¢cdo da contractilidade cardiaca ndo devem realizar tratamento
com este farmaco, podendo este ser substituido por farmacos como a epirrubicina ou
mitoxantrona (Turek et al., 2008; Kitchell, 2005, McKnight, 2003).

A dose maxima cumulativa da DOX ¢ de 180 a 240 mg/m?, sendo que doses acima

deste limite aumentam a probabilidade de insuficiéncia cardiaca (Kisseberth, 2003).

Lomustina

A lomustina, apesar de ser normalmente utilizada em situagdes de relapso de linfoma
e para linfoma cutaneo epiteliotropico (Mycosis fungoides), pode ser utilizada numa
abordagem terapéutica de agente unico se o proprietdrio do animal pretender um tratamento
mais simples e conveniente, no entanto, este deve ser alertado para um menor tempo de

sobrevivéncia, em média de 3 meses (Moore et al., 1999).

Este farmaco ¢ normalmente utilizado na dose de 65 a 70 mg/m® PO a cada 3
semanas, até ocorrer progressao de doenca ou ser detectada hepatotoxicidade (Turek et al.,

2008).
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Clorambucil

O clorambucil apresenta uma eficacia inferior na inducdo da remissdo quando
comparado com a ciclofosfamida. Duma maneira geral ¢ utilizado em doses variaveis (0,1

mg/kg e 2-8 mg/m?) (Lana, 2003).

1.9.2.2. Protocolos de multiplos farmacos

A terapia mais indicada para o linfoma baseia-se na utilizacdo de varios agentes
quimioterapicos, que segundo um protocolo adequado, oferece maiores taxas de remissao e
sobrevivéncia (Turek et al., 2008; Vail & Young, 2007).

Apesar da vasta gama de farmacos no mercado, este tipo de protocolos utiliza
sobretudo as seguintes drogas: Prednisolona, Vincristina (Oncovin®), Ciclofosfamida
(Cytoxan®™) e Doxorrubicina (Adriamycin®) (Turek et al., 2008; Vail & Young, 2007; Bryan,
2010).

Os farmacos de segunda linha sdo a L-asparaginase, a Vinblastina, a Actinomicina-
D, a Mitoxantrona, o Clorambucil, o Metrotrexato, a Lomustina, a Citosina arabinosido ¢ a
Gemcitabina (Vail & Young, 2007).

Estes farmacos podem ser incluidos no tratamento do linfoma, em protocolos como
ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina e prednisolona (COAP), lomustina (CCNU) ou
mecloretamina, vincristina, procarbazina e prednisolona (MOPP) tanto numa abordagem
inicial, como apds a inducdo com os farmacos de primeira linha, contudo, ndo apresentam
grandes vantagens comparativamente aos protocolos COP e CHOP, dai serem menos
utilizados (Rassnick et al., 2007; Hosoya et al., 2007).

Na abordagem terapéutica do linfoma, os principais objectivos da quimioterapia sao
induzir uma primeira remissao completa (RC) e de longa duragdo (superior a 6 meses) (fase
de indugdo); de seguida, reinduzir uma remissao ap6s ocorrer relapso do tumor apds a fase de
remissao (reindugdo) e finalmente, induzir remissdes quando a neoplasia falha na resposta aos
protocolos convencionais utilizados na indug¢do ou reindugdo, denominando-se fase de

resgate (Vail & Young, 2007).
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Os protocolos mais utilizados sdo o COP (ciclofosfamida, vincristina e prednisolona)
e o CHOP (ciclofosfamida, vincristina, prednisolona e doxorrubicina) (Turek et al., 2008;

Vail & Young, 2007; Bryan, 2010).

COP

O COP ¢ um protocolo bem tolerado pela maioria dos pacientes caninos e eficaz no
tratamento do linfoma induzindo uma RC em 60% a 70% dos canideos com linfoma
multicéntrico e taxas de sobrevivéncia médias de 6 a 7 meses (Argyle, 2008; Turek et al.,
2008).

Este protocolo foi descrito por Mellanby et al. (2002) como o mais utilizado por
veterinarios de primeira opinido em Inglaterra.

O COP, pode ser de baixa dose, utilizando Vincristina (VCR) na dose de 0.5-0.7
mg/m’, semanalmente durante 8 semanas e na semana 10; Ciclofosfamida na dose de 50
mg/m’, dia sim, dia ndo durante as 8 semanas e na semana 10 de tratamento e prednisolona na
dose de 2mg/Kg, uma vez por dia durante 7 dias, passando para 1mg/Kg dia sim, dia nao
(Turek et al., 2008).

Por outro lado, no protocolo COP de alta dose, a VCR mantém-se na mesma dose
mas durante 4 semanas consecutivas, repetindo-se na semana 7 e na semana 10. A
ciclofosfamida aumenta a dose para 250 mg/m’, uma vez a cada 3 semanas e a prednisolona

mantém-se como no protocolo anterior (Tabela 5) (Turek et al., 2008).
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Tabela 5 — Protocolo COP de alta e baixa dose (Adaptado de Turek et al., 2008).

Semana Vincristina Ciclofosfamida Prednisolona

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
COP de baixa dose — Na 8 semana, as sessOes reduzem para a cada 2 semanas durante 4 meses. Se passado 6
meses se verificar RC, as sessdes passam a ser a cada 3 semanas até 1 ano.
COP de alta dose — Na 4 semana, inicia-se um ciclo de VCR e ciclofosfamida, de 3 em 3 semanas, até atingir 1
ano. Depois, cada ciclo realiza-se de 4 em 4 semanas, por mais 6 meses.

CHOP

Apesar do COP ser um protocolo razoavel em termos de combinagdo de farmacos,
foi claramente estabelecido que os melhores protocolos incluem a DOX (Vail & Young,
2007; Turek et al., 2008).

Este tipo de protocolos resulta, na maioria dos casos, em taxas de remissao de 80% a
90% e tempos de sobrevivéncia média de 12 meses (Turek et al., 2008).

Cerca de 20% a 25% dos caes vive 2 anos ou mais apods iniciar o tratamento com o
protocolo CHOP (Vail & Young, 2007).

Apesar de a maioria destes protocolos incluirem a L-asparaginase numa fase inicial
de tratamento, estudos publicados indicam que ndo existe aumento na taxa de remissao,
velocidade de atingir remissao ou duracao da primeira remissao clinicamente relevantes, € por

esse motivo, esta droga ¢ normalmente utilizada para situagdes de resgate (Jeffreys et al.,
2005).
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Tal como ocorre no COP, o protocolo CHOP pode ser de baixa ou alta dose, ¢ de
curta ou longa duracao (Tabela 6 e 7). Um exemplo de um protocolo baseado no CHOP ¢ o da

Universidade de Wisconsin Madison (U-WM) (Vail & Young, 2007; Turek et al., 2008).

Tabela 6 — Protocolo CHOP curto, de 19 semanas, da universidade de Wisconsin-Madison (Adaptado de Turek et
al., 2008).

Semana
Protocolo 1 2 3 4 6 7 8 9 11 12 13 14 16 17 18 19
Vincristina (0.5- X X X X X X X X
0.7 mg/m2 V)
Ciclofosfamida X X X X
(250 mg/m* PO
dividido em 2-4
dias)
Doxorrubicina® (30 X X X X
mg/m2 ou 1 mg/Kg
se <10Kg IV)
Prednisona’ * Administrar em 30 ml de solu¢do salina 0.9%, durante 30 minutos
X X X X
2 mg/Kg PO q24h, 7 dias; 1.5 mg/Kg PO q24h, nos 7 dias seguintes; 1 mg/Kg
PO g24h nos 7 dias seguintes e 0.5 mg/Kg PO q24h nos 7 dias seguintes

Neste protocolo, a quimioterapia pode ser discontinuada a semana 19 de tratamento,
no caso do animal se encontrar em RC. Apds descontinuar a quimioterapia, os caes devem ser
avaliados mensalmente, com a realizagdo de um exame fisico, procurando alteragdes como
linfadenomegalia ou outras alteragdes que indiquem progressao da doenca e saida de remissao
(Vali, 2011).

Outra alternativa do protocolo CHOP ¢ a realizacdo de quimioterapia durante 25
semanas em vez do protocolo de U-WM de 19 semanas acima referido, como descrito na

tabela 7.
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Tabela 7 — Protocolo CHOP longo, de 25 semanas, da universidade de Wisconsin-Madison (Adaptado de Bryan,
2008).

Semana

Protocolo 1 2 3 4 6 7 8 9 11 13 15 17 19 21 23 25

L-Asparaginase X
(10.000 Ul/m?
IM/SC)

Vincristina (0.7 X X X X X X X X
mg/m’ IV)

Ciclofosfamida X X X X
(250 mg/m’ PO
dividido em 4
dias)

Doxorrubicina® X X X X
30 mg/m2 ou 1
mg/Kg se <10Kg
V)

Prednisona’ * Administrar em 30 ml de solu¢do salina 0.9%, durante 30 minutos
2 mg/Kg PO q24h, 7 dias; 1.5 mg/Kg PO q24h, nos 7 dias seguintes; 1 mg/Kg
PO g24h nos 7 dias seguintes e 0.5 mg/Kg PO q24h nos 7 dias seguintes

Ao longo dos ultimos anos tém sido estudados varios protocolos na tentativa de
avaliar o papel da fase de manutencao no tratamento do linfoma (Chun et al., 2000; Moore et
al., 2001; Garrett et al., 2002; Simon et al., 2006).

Assim, Garrett et al. (2002) verificaram que uma versao modificada do protocolo U-
WM sem fase de manuten¢ao, apresentava uma RC e resultados no tempo de sobrevivéncia
semelhantes a um protocolo idéntico, mas com uma fase de manutencdo prolongada. Esta
abordagem terapéutica foi bem tolerada pelos animais, encontrando-se 92% em RC ao fim
dos 6 meses de tratamento. ApoOs a recidiva, a administracdo do mesmo protocolo para a
reinducgdo permitiu que 100% dos caes entrassem na segunda remissao.

Deste modo, Garrett et al. (2002) afirmaram que em protocolos que conjugam
agentes multiplos incluindo a DOX, a fase de manuten¢do nao tem vantagens significativas na
sobrevivéncia dos pacientes.

Mais recentemente foi estudado um outro protocolo CHOP de 12 semanas, sem fase

de manutencao, numa tentativa nao s6 de avaliar a sua eficédcia e toxicidade, como também de
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limitar os custos € a duragdo da terapéutica. A RC obtida foi em cerca de 76% dos caes e a
duracdo média da primeira remissdo foi de 243 dias. Apesar dos outros protocolos
apresentarem tempos de remissdo superiores, os resultados deste estudo suportam, mais uma
vez, a conclusdo de que a terapia de manutencao nao traz vantagens na duracao da primeira
remissdo ou o tempo de sobrevivéncia dos cdes com linfoma, comparativamente aos
protocolos sem esta fase de tratamento (Simon et al., 2006).

No mesmo ambito, Chun (2009b), afirma que o uso de fase de manutengdo
prolongada ja nao esta recomendado, pois esta fase representa um custo mais elevado, com
maior toxicidade e mais probabilidade de resisténcia aos farmacos.

Um outro protocolo CHOP bem tolerado pelos pacientes caninos, sem fase de
manutengdo ¢ o que utiliza apenas 19 semanas de tratamento, tendo sido também usado com
éxito por alguns clinicos (Vail & Young, 2007).

No caso de se tratar de um linfoma extra-nodal, como o caso do SNC, os protocolos
ttm de ser adaptados relativamente ao protocolo CHOP convencional, adicionando
quimioterdpicos como a lomustina ou a citosina arabinosido, no intuito de atravessarem a
barreira hematoencefalica (Vail & Young, 2007; Rassnick, 2007).

Em casos de linfoma cutaneo pode ser utilizado como protocolo inicial o CHOP,
contudo, pode-se recorrer a alguns farmacos como a lomustina e retindides como a
isotretinoina e etretinato, no caso de falha a quimioterapia inicial ou de relapso do tumor (Vail
& Young, 2007).

No caso de se optar pela terapia com retindides, deve-se tomar especial atencao a
toxicidade (White et al., 1993).

Num trabalho recente, Fontaine et al. (2009), refere que os protocolos mais
promissores para o linfoma cutdneo sdo os que usam Lomustina, sendo a dosagem
recomendada para o linfoma de células-T 60-70 mg/m2 PO, uma vez a cada 3 semanas, com

uma média de 4 tratamentos.

1.9.2.3. Protocolos de resgate e re-induc¢io

A maioria dos canideos em tratamento para o linfoma, que atingem a remissao,

relapsam ou apresentam recidiva do tumor. Este acontecimento representa normalmente o
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desenvolvimento de clones tumorais resistentes a quimioterapia, que sobreviveram ao
tratamento inicial (Vail & Young, 2007).

Estas células denominam-se clones MDR (resisténcia a multiplas drogas), onde se
incluem as células que eram resistentes inicialmente ou as que se tornaram resistentes depois
da exposicado a determinados agentes quimioterapicos (Vail & Young, 2007).

Numa primeira situacdo de relapso, na reindugcdo devera ser utilizado o mesmo
protocolo que foi eficaz inicialmente, com especial atencdo atribuida a dose maxima
cumulativa de DOX. Com base na utilizagdo dos protocolos baseados no CHOP, ¢ esperada
uma taxa de reinducao proxima dos 90% (Garrett et al., 2002).

Se a reindugdo talhar, podemos recorrer aos farmacos denominados de resgate ou a
protocolos de resgate, onde estdao incluidos fairmacos diferentes dos utilizados nos protocolos
baseados no CHOP (Vail & Young, 2007).

Os protocolos de resgate mais frequentemente utilizados no linfoma incluem agentes
unicos como actinomicina-D (ACTD), mitoxantrona, DOX (quando esta ndo foi incluida no
protocolo inicial), combinacdo de DOX e dacarbazina, lomustina, L-asparaginase e a
combinagdo de VCR, mecloretamina, procarbazina e prednisolona (MOPP) (Vail & Young,
2007; Turek et al., 2008).

Geralmente, as taxas de resposta aos protocolos de resgate reportadas sao de 40% a
50%, contudo, estas sdo menos duraveis, com tempos médios de resposta na ordem de 1.5 a
2.5 meses. Podem ainda ser observadas duracdes de resgate superiores num nimero restrito
de animais (Vail & Young, 2007).

Na preocupacao de proporcionar a melhor qualidade de vida ao paciente, surge a
necessidade do desenvolvimento de protocolos que reduzam o nimero de visitas a clinica,

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

1.10. Radioterapia

O papel da radioterapia no controlo do linfoma no cdo permanece sob investigacao
(Vail & Young, 2007).
Esta modalidade terapéutica pode ser realizada localmente, em metade do corpo ou

no corpo inteiro, com ou sem transplante de medula 6ssea, associada ou ndo a quimioterapia
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sistémica e recorrendo a baixa ou alta dose de radiagcdo (Vail & Thamm, 2005; Lurie et al.,
2009).

Na maioria dos casos, a radioterapia realiza-se localmente, sendo o seu uso limitado
a alguns casos especificos de linfoma multicéntrico (tabela 8). No entanto, uma vez que os
linfoblastos sdo células radiosensiveis, a radioterapia acaba por exercer um papel relevante
em alguns casos de linfoma (Vail & Young, 2007).

Um estudo realizado por Williams et al. (2004), foi avaliada a realizacdo de
radioterapia de metade do corpo, depois de 11 semanas de quimioterapia e observaram-se
taxas de resposta de 78%, com a duracdo média da primeira remissao de 311 dias de duragao.
No entanto, este aumento ndo foi suficiente para ser considerado clinicamente relevante e para
justificar os custos inerentes a este tipo de tratamento (Williams et al., 2004).

Um outro trabalho avaliou o efeito da realizacdo de radioterapia de metade do corpo
ap6s um protocolo CHOP com L-asparaginase (L-CHOP), demonstrando que nao houve
vantagens desta abordagem terap€utica comparativamente a realizagdo dos protocolos

convencionais com base unicamente no CHOP (Rassnick et al., 2007).

Tabela 8 — Indicacdes para radioterapia no linfoma (Adaptado de Vail & Young, 2007).

Doenga local (estadio I ou IT) Ex: linfoma nasal, linfoma do SNC e cutaneo.

Tratamento paliativo Ex: linfadenopatia mandibular, linfoma rectal, linfoma mediastinico
acompanhado por syndrome pré-cava, envolvimento dsseo localizado.

Irradiacio de corpo inteiro Com ou sem transplante de medula dssea ou células estaminais.

Irradiacio de metade do corpo Depois de remissdo induzida por quimioterapia.
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1.11. Efeitos adversos secundarios a quimioterapia

De uma maneira geral, os agentes quimioterapicos sdo farmacos nao selectivos,
provocando a destrui¢do das células tumorais e de algumas células normais (Couto, 2009).

A toxicidade estd geralmente associada a 6rgaos onde a divisdo celular ¢ mais rapida,
como a medula 0ssea e enterdcitos, sendo a mielossupressdo e a toxicidade gastrointestinal os
efeitos adversos mais frequentes. Outras alteragdes que podem estar associadas a realizagao
de quimioterapia incluem as reac¢oes anafildticas, toxicidade dermatologica e pulmonare,
pancreatite, toxicidade cardiaca, neurotoxicidade, urotoxicidade e hepatopatoxicidade (Couto,
2009; Vail & Young, 2007; Bryan, 2010).

Além das alteragdes provocadas nos diferentes sistemas de 6rgdos, a morte rapida
das células tumorais pode causar alteracdes metabolicas subitas provocando sinais clinicos
agudos (prostragdo, vomito, diarreia), mimetizando a toxicidade do farmaco. Esta sindrome ¢
conhecida como sindrome da lise tumoral aguda (Couto, 2009).

Um trabalho recente realizado por Tomiyasu et al. (2010), avaliou os efeitos
adversos associados ao protocolo UW-25, segundo a terminologia de critérios de efeitos
adversos do grupo co-operativo de oncologia veterinaria (VCOG-CTCAE) (tabela 9).

Tomiyasu et al. (2010), depois de analisar 40 caes com linfoma multicéntrico,
concluiu que a toxicidade associada a VCR foi semelhante a observada na DOX e
Ciclofosfamida, num protocolo de multiplos agentes. Curiosamente, houve mais pacientes a
demonstrarem efeitos secundarios depois da primeira administragdo de VCR do que na DOX,
sobretudo em pacientes com grau V da doenca.

Neste mesmo estudo, foram detectadas alteragdes de sangue e medula 6ssea como
neutropénia e trombocitopénia, em 57.5%, 41% e 8.1% dos cerca de 40 cdes tratados com
VCR, CICLO e DOX, respectivamente. No que dizia respeito a alteracdes gastro-intestinais,
dos 40 caes tratados para linfoma, aproximadamente metade dos casos apresentaram

alteragdes gastrointestinais como diarreia, vomito ou diminui¢do do apetite.
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Tabela 9 — Tabela de efeitos adversos secunddrios a quimioterapia, com base no VCOG-CTCAE (Adaptado de
Tomiyasu et al., 2010).

Efeitos Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 Grau 5
adversos
Anorexia Inapeténcia Apetite Fluidoterapia EV Alimentagdo Morte
parcial significativamente necessaria parenteral necessaria
diminuido
2
_E Voémito 1 episddio em 2-5 episodios em > 6 episodios em Risco de Morte
2z 24h 24h (fluidoterapia 24h ou vida/necessidade de
= EV ou SC necessidade de cuidados intensivos
T necessaria) fluidoterapia EV (ex: colapso
5 hemodinamico)
S
% Diarreia Aumento de <4 Aumento de 4-6 Aumento de >7 Risco de Morte
'S episodios de episodios de fezes episodios de vida/necessidade de
g fezes do valor do valor normal fezes, cuidados intensivos
= normal (fluidoterapia IV incontinéncia, ou (ex: colapso
< ou SC necessaria) | fluidoterapia EV hemodinamico)
necessaria
Neutropénia | >1,500 a <2,900 >1,000 a < 1,500 >500 a < 1,000 <500 neutrofilos/pL
= neutrofilos/uL neutrofilos/pL neutrofilos/uL
s =
'§“ '§ Trombocito- >75,000 a < >50,000 a < 75,000 >10,000 a < <10,000
E = pénia 117,000 plaquetas/pL 50,000 plaquetas/pL
> plaquetas/pL plaquetas/pL

Curiosamente, num estudo realizado por Vaughan et al. (2007), os caes que
desenvolveram neutropénia pds-quimioterapia € que consequentemente necessitaram de
atraso ou diminuicao da dose de quimioterapia, apresentaram uma primeira remissao superior
em comparacdo com os caes que nao desenvolveram neutropénia e que estiveram sujeitos a
protocolos quimioterdpicos com doses mais elevadas.

Este artigo alerta-nos para a necessidade de ponderar a redugdo das doses dos
farmacos quimioterapicos durante o protocolo e coloca-nos a questao da necessidade efectiva
de realizar protocolos com doses tdo elevadas, mesmo em animais que ndo desenvolvem este
tipo de efeitos adversos (Vaughan et al., 2007).

No mesmo intuito e mais recentemente, foi avaliado o uso do protocolo CHOP de 15
semanas, onde os cdes que apresentaram efeitos adversos e necessitaram de adiar os
quimioterapicos livres de doenca superiores

tempos

tratamentos apresentaram
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comparativamente aos restantes. Este aspecto deixa-nos a questdo da necessidade de realizar
estudos futuros que utilizem protocolos com doses quimioterapicas especificas para cada

paciente (Burton et al., 2012).

1.12. Prognostico

Apesar de serem raros os casos de cura de linfoma (<10%), ¢ frequente conseguir-se
uma boa resposta a terapéutica e uma boa qualidade de vida durante o tempo de remissao
(Vail &Young, 2007).

Como referido anteriormente, um animal que ndo realize tratamento apresenta um
pior prognostico, sendo o tempo de vida esperado inferior a 10 semanas (Jacobs et al., 2002).

Por outro lado, uma quimioterapia com multiplos farmacos esta associada a um
melhor progndstico comparativamente a protocolos com um tUnico fdrmaco (Turek et al.,
2008).

Existem numerosos factores, muitos deles controversos, que influenciam a evolucao
da doenca, tornando o prognoéstico bastante variavel e dificil de estabelecer (Vail & Young,
2007).

Alguns factores que foram descritos como tendo influéncia na sobrevivéncia dos
animais e o seu grau de associagdo ao prognostico encontram-se descritos na tabela 10.

Os dois factores que apresentam um valor de prognostico mais consistente no
linfoma sdo o sub-estadio da OMS e o imunofendtipo celular (Vail & Young, 2007).

Assim e de uma maneira geral, os cdes com linfoma de origem nas cé€lulas T
(Dobson et al., 2001; Ponce et al., 2004) e/ou pertencentes ao sub-estadio "b" (Chun et al.,

2000; Garrett et al., 2002) apresentam tempos de remissdo e de sobrevivéncia menores.
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Tabela 10 — Factores de progndstico associados ao linfoma (Adaptado de Vail & Young, 2007).

Factor Impacto dos factores de progndstico
Imunofendtipo Forte
Localizagdo anatomica Forte
Estadio clinico da OMS Forte
Linfadenomegalia mediastinica cranial Forte
Tratamento prévio com corticoesteroides Forte
Sub-estadio clinico da OMS Forte
Hipercalcémia Moderado*
Expressdo da P-glicoproteina Moderado*
Histopatologia Moderado*
Indices proliferativos Moderado*
Género Fraco

* Requer mais investigagdes

O tumor pode ser classificado em alto, intermédio ou baixo grau de malignidade,
sendo que esta caracteristica tumoral tem sido descrita em alguns estudos, estando os linfomas
de alto grau associados a indices de RC maiores e a recidivas mais tardias (Ponce et al.,
2004).

Contudo, a capacidade de prever a resposta aos tratamentos com base nestes sub-
tipos histopatoldgicos continua a ser ainda bastante limitada (Vali & Young, 2007).

A localizagdo anatdmica tem também uma importancia consideravel no progndstico
da doenca, na medida em que, a forma digestiva, cutanea, hepato-esplénica e do SNC (Vail &
Young, 2007), assim como a presenga concomitante de linfadenomegalia mediastinica
(Starrak et al., 1997) estdo associados a um prognostico mais reservado.

A hipercalcémia apresenta-se como um factor negativo principalmente quando
relacionada com o fendtipo T ou com a diminuicao da func¢ao renal (Kaiser et al., 2007).

Por outro lado, conforme referido, também a medica¢do com glucocorticoides, antes
da institui¢do de protocolos quimioterapicos de multiplos agentes, estd associada a tempos de
remissao mais curtos (Turek et al., 2008), contudo, o papel da dose e duragdo de terapia com
glucocorticoides antes do tratamento com quimioterdpicos € o mecanismo causador desta

resisténcia as drogas permanece sob investigagao (Legendre, 2007).
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Além dos factores ja referidos, num estudo de Garrett et al. (2002), o peso do animal
surge com um valor de prognoéstico significativo, sendo que animais de pequenas dimensodes
apresentam tempos médios de sobrevivéncia superiores aos caes de grande porte. Isto podera
dever-se ao facto de as doses serem feitas com base na area corporal, recebendo assim os caes

mais pequenos doses proporcionalmente mais intensas de quimioterapia.

Num estudo recente, Miller et al. (2009) verificaram a associagdo entre um menor
tempo de sobrevivéncia em cdes com linfoma e a presenca de anemia numa fase inicial do
diagnostico. A existéncia de anemia demonstra-se assim como um importante factor de mau

prognostico da doenga.

Existem ainda outros factores moleculares que por norma ndo sao avaliados do ponto
de vista clinico, sendo apenas investigados quando o objectivo ¢ maioritariamente cientifico,
por exemplo, a medi¢do da actividade proliferativa das células tumorais através do Ki-67, do
indice AgNOR, marcadores CD3 e CD79 e proteinas denominadas survivinas, que estao
amplamente relacionadas com a apoptose e proliferacdo de células tumorais (Kiupel et al.,

1999; Phillips et al., 2000; Valdovich et al., 2004; Rebhun et al., 2008).
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1.13. Objectivos

Na presente dissertacdo foi realizado um estudo retrospectivo de 4 anos (2008-2012)
sobre o linfoma, incluindo canideos observados em consulta de referéncia no Centro de
Diagnostico Veterinario (CDvet-Oncovet) e no Hospital Veterinario do Porto (HVP).

O objectivo geral deste trabalho foi caracterizar uma série de casos de linfoma no
cdo, e comparar os resultados obtidos com a literatura publicada. Foram também propostos

alguns objectivos especificos:

- Determinar o impacto do imunofenotipo (B ou T) na sobrevida de cdes com
linfoma.
- Estudar a relacdo entre as variaveis sexo, raga, ¢ sub-estadio OMS, e o

imunofendtipo de linfoma.
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2. Materiais e métodos

2.1. Canideos

Inicialmente foram analisados retrospectivamente 82 registos de consultas de
canideos com linfoma, no periodo compreendido entre 1 de Janeiro de 2008 e 1 de Janeiro
de 2012, contudo, para a realizacdo deste estudo retrospectivo foram apenas incluidos 50
canideos, tendo sido excluidos os canideos que ndo apresentava informagdo completa das
variaveis sujeitas a estudo neste trabalho.

Para determinar a relacdo entre o imunofenotipo e as varidveis raca, sexo € sub-
estadio OMS, foram apenas utilizados os animais com resultado de imunofendtipo (T ou B)
da amostra total (n=36), tendo sido excluidos os 14 canideos que nao tinham realizado esta

técnica.

2.2. Recolha de dados

A informagao utilizada para a realizacao deste estudo retrospectivo foi obtida através
da analise dos registos de consultas efectuadas no Centro de Diagnostico Veterinario -
Oncovet (com o programa WINVET®) e no Hospital veterinario do Porto - servigo de
oncologia (com o programa QVET®).

Foi entdo criada uma base de dados no programa SPSS® (Statistical Package for
Social Sciences”, versdo 20 para Macintosh), constituida pelas seguintes variaveis: idade,
raga, sexo, peso, tipo de linfoma, estadio, sub-estadio, imunofenotipo, realizacdo de
citologia de medula 6ssea, método de diagnostico utilizado, data de morte, causa de morte,
protocolo de tratamento inicial, protocolo de tratamento de resgate, caracter indolente,

necessidade de internamento e efeitos adversos secundarios a quimioterapia.

2.3. Tratamento

Ao analisar retrospectivamente os registos dos canideos incluidos no estudo,
observamos que estes foram tratados de acordo com as possibilidades dos proprietarios,
sendo utilizados protocolos constituidos por varios farmacos (COP ou CHOP), ou
protocolos constituidos por agentes unicos como Doxorrubicina, Metrotrexato ou

Clorambucil. Em todos os casos foi utilizada prednisolona e nenhum dos animais realizou

58



terapia com este farmaco antes de iniciar o protocolo de tratamento.

2.4. Avaliacao de linfomas indolentes

Os linfomas indolentes foram classificados com base no imunofendtipo e na
morfologia celular. Apenas 4 linfomas na totalidade da amostra (n=50) foram confirmados
como apresentarem caracteristicas de linfoma indolente. Os restantes permaneceram

suspeitas clinicas.

2.5. Avaliacio de efeitos adversos secundarios a quimioterapia

Os efeitos adversos foram avaliados com base na tabela VCOG-CTCAE acima
descrita (tabela 8), e para completar a informagao relativa aos efeitos adversos e toxicidade
secundaria a quimioterapia incluimos ainda a informagdo relativa a presenca de anemia
(<25%) no momento do diagnéstico. Os hemogramas foram realizados semanalmente e

antes de cada sessdo do tratamento.

2.6. Analise estatistica

A base de dados e andlise estatistica foram realizadas com o programa SPSS®
(Statistical Package for Social Sciences®, versdo 20 para Macintosh).

O tempo de sobrevivéncia foi definido como o periodo desde o inicio da
sintomatologia até a morte do animal.

A duragdo da primeira remissdo foi definida como o espago de tempo entre o inicio
de tratamento e a data do 1° relapso do tumor.

Para determinar os tempos de sobrevivéncia entre os diferentes grupos foram
utilizadas curvas de sobrevida de Kaplan-Meier e utilizado o teste de Log-rank para
comparar diferentes curvas de sobrevivéncia.

Realizamos ainda uma analise descritiva dos dados, através de estatistica descritiva
com analise univariada dos dados recolhidos, tabelas e graficos.

Foram também utilizados os testes do Chi-quadrado e de Fisher para comparacao de
frequéncias.

Considerou-se uma correlagao estatisticamente significativa de P-Value (P) <0,05.
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3. Resultados

Caracterizacao geral da populacdo em estudo

A populagdo total avaliada neste estudo (n=50) correspondeu a 25 canideos do sexo
feminino e 25 canideos do sexo masculino, com peso mediano de 24.89 Kg (minimo 3 Kg ¢
maximo 60 Kg).

A mediana de idades dos canideos presentes no estudo foi de 9.5 anos (média de 8.9
anos), sendo a idade minima 3 anos ¢ a idade maxima 17 anos, na altura do diagnostico

(figura 15).
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Figura 15 — Distribuicdo da populacdo de acordo com a variavel "Idade".

No que diz respeito a distribui¢do de ragas da nossa amostra, as mais frequentes
foram o Boxer (n=5), o Cocker Spaniel (n=5) ¢ o Rottweiller (n=5), sendo 14 animais de raca

indeterminada. As restantes ragas estiveram representadas segundo a tabela 11.
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Tabela 11 — Distribui¢do da amostra (n=50) de acordo com a variavel "raga".

Raca Frequéncia Percentagem (%) % valida % cumulativa

Boxer 5 10,0 10,0 10,0
Golden Retriever 2 4,0 4,0 14,0
Rottweiller 5 10,0 10,0 24,0
Cocker spaniel 5 10,0 10,0 34,0
Indeterminado 14 28,0 28,0 62,0
Fox Terrier 1 2,0 2,0 64,0
Sharpei 1 2,0 2,0 66,0
Dobberman 2 4,0 4,0 70,0
Serra da Estrela 3 6,0 6,0 76,0
Podengo Analuz 1 2,0 2,0 78,0
Yorkshire Terrier 2 4,0 4,0 82,0
Perdigueiro de Burgos 1 2,0 2,0 84,0
Basset Hound 2 4,0 4,0 88,0
Staffordshire 1 2,0 2,0 90,0
Bull Dog Francés 1 2,0 2,0 92,0
Pastor das montanhas de berna 1 2,0 2,0 94,0
Pastor Aleméo 1 2,0 2,0 96,0
West High White Terrier 1 2,0 2,0 98,0
Setter Irlandés 1 2,0 2,0 100,0
Total 50 100,0 100,0

Dos 50 casos de linfoma analisados, 84% eram da forma multicéntrica, 10%
correspondiam a forma extra-nodal e por tltimo 6% dos casos eram linfomas cutaneos (figura

16).
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H Multicéntrico ¥ Extra-nodal Cutaneo

Figura 16 — Distribuicdo da popula¢do de acordo com a variavel "tipo de linfoma".

Quanto aos linfomas imunofenétipados (n=36), 69% dos linfomas apresentou

imunofendtipo das células B e 33% imunofenotipo das células T.

Diagnostico e estadiamento

O diagnostico de linfoma foi realizado através de histopatologia de linfonodo em
56% dos casos, PAAF de linfonodo em 34% dos casos e através da conjugacdo de ambas as
técnicas nos restantes 10% dos casos.

A citologia de medula foi realizada em 4 animais, demonstrando infiltragdo por
cé¢lulas malignas em 2 dos 4 casos. Nos restantes 46 animais ndo foi realizado este exame
complementar de diagnostico.

De acordo com o estadiamento OMS para o linfoma, 1 animal apresentou estadio I

da doenga, 17 estadio III, 29 estadio IV e 3 estadio V (figura 17).
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Figura 17 — Distribuicdo da amostra de acordo com a variavel "estadio de linfoma segundo a OMS".

H] =III =1V V
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Enquanto que 23 cdes se apresentaram sem alteracdes do estado geral no momento

do diagnédstico (sub-estadio “a" segundo a OMS), os restantes 27 cades manifestavam

envolvimento do estado geral secundario a doenca (sub-estadio “b" segundo a OMS) (tabela

12).

Tabela 12 — Distribui¢do da amostra segundo a variavel "sub-estadio de linfoma".

Sub-Estadio Frequéncia Percentagem (%)
a 23 46,0
b 27 54,0
Total 50 100,0
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Tratamento

No que diz respeito ao tratamento, o protocolo CHOP foi o mais utilizado na
primeira abordagem terapéutica do linfoma (n=26). Em segundo lugar, surgiu o protocolo
COP (n=18) e de seguida a utilizacdo de prednisolona como unico firmaco do tratamento
(n=5). Outros protocolos menos utilizados foram a realizagdo de prednisolona associada a
doxorrubicina (n=2), doxorrubicina como unico agente (n=1), clorambucil associado a
prednisolona (n=2) e por ultimo, vincristina associada a prednisolona (n=2).

Quanto aos dados relativos ao protocolo de resgate usado no linfoma, o mais
frequente foi o CHOP (n=9), do COP (n=5), do CHOP com L-asparaginase em 2 caes € por
ultimo a mitoxantrona em 2 canideos. Apesar destes valores, ndo foi realizado qualquer

protocolo de resgate em 32 caes.

Efeitos adversos da quimioterapia

Quanto aos efeitos adversos provocados pela quimioterapia, 56% dos animais
incluidos no estudo ndo demonstraram sinais de efeitos adversos no decorrer do tratamento
quimioterapico, 10% apresentou vomitos e diminuicdo do apetite de grau 2 e o mesmo
numero (10%) apresentou diarreia de grau 2. Apenas um animal apresentou sinais mais
severos de efeitos adversos como vomito e diarreia de grau 3. Quanto a alteragdes
relacionadas com a medula 6ssea, 1 animal apresentou trombocitopénia de grau 2, enquanto
que 9 animais apresentaram neutropénia de grau 1 em conjunto com anemia ¢ 1 animal do
estudo apresentou apenas anemia como alteragdo relacionada com a medula 6ssea (Tabela
13).

Apesar de todos os efeitos adversos registados, apenas 20% dos canideos foram
hospitalizados durante o tratamento quimioterapico, ndo sendo necessario adiar o tratamento

em nenhum animal.
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Tabela 13 — Distribui¢do da amostra consoante o efeito adverso associado a quimioterapia.

Efeito adverso Frequéncia | Percentagem (%) % Cumulativa
Sem efeitos adversos 28 56,0 56,0
Anemia 1 2,0 58,0
Trombocitopénia grau 2 1 2,0 60,0
Voémitos e anorexia grau 2 5 10,0 70,0
Diarreia grau 2 5 10,0 80,0
Anemia e neutropenia grau 1 9 18,0 98,0
Voémito e diarreia grau 3 1 2,0 100,0
Total 50 100,0

Analise de sobrevivéncia

No que diz respeito ao tempo médio de sobrevivéncia da nossa amostra de caes com

linfoma (n=50), este foi de 393 dias (figura 18).
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Figura 18 — Curva de Kaplan-Meier do tempo médio de sobrevivéncia da populacdo total de caes com
linfoma (curva azul), correspondente a 393 dias.
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No que diz respeito a duracdo média da primeira remissao da amostra total, esta foi

de 175 dias (intervalo de confianca de 95% com limite inferior de 127 dias e limite superior
de 223 dias) (tabela 14).

Tabela 14 — Valores de média e mediana para a variavel "duracdo da primeira remissao".

Média®

Mediana

95% Intervalo de confianca

95% Intervalo de confianca

Desvio Limite Limite Desvio Limite Limite
Estimado | Padrio inferior superior Estimado | Padrio inferior superior
175,875 24,547 127,763 223,987 147,000 10,379 126,656 167,344

a. O valor estimado ¢ limitado ao maior tempo de sobrevivéncia se este for censorado.

Impacto do imunofendtipo

Relativamente ao imunofendtipo, o tempo médio de sobrevivéncia dos linfomas de

células T foi de 388 dias, enquanto que o tempo médio de sobrevivéncia dos linfomas de

células B foi de 463 dias. A diferenca observada entre o tempo de sobrevivéncia dos dois

grupos nao foi considerada estatisticamente significativa (P= 0.07) (figura 19).
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Figura 19 — Curvas de Kaplan-Meier do tempo médio de sobrevivéncia de acordo com o grupo de caes
com imunofenotipo B (n=25 - curva verde), o grupo de cdes com imunofenétipo T (n=11 - curva azul) e
nos cdes onde ndo foi determinado o imunofendtipo (n=14 - curva laranja). A diferenca entre os grupos

nao foi considerada estatisticamente significativa (P=0.07).

Quanto a influéncia do género no imunofenotipo, 66.7% dos canideos fémeas
apresentaram imunofenotipo B e 33.3% imunofendtipo T, por outro lado, 73.3% dos machos
apresentaram imunofendtipo B e 26.7% imunofenétipo T. Contudo, esta diferenga nao foi

considerada estatisticamente significativa (P=0.72) (tabela 15).

67



Tabela 15 — Relagdo entre o imunofenotipo e o género dos canideos com linfoma. A
diferenca entre fémeas e machos nao foi considerada estatisticamente significativa

(P=0.72).
Fenotipo Total
T B
Contagem: 7 14 21
Feminino % dentro do Género 33,3% 66,7% 100,0%
Género % dentro do Fendtipo 63,6% 56,0% 58,3%
Contagem: 4 11 15
Masculino % dentro do Género 26,7% 73,3% 100,0%
% dentro do Fendtipo 36,4% 44,0% 41,7%
Contagem: 11 25 36
Total % dentro do Género 30,6% 69,4% 100,0%
% dentro do Fendtipo 100,0% 100,0% 100,0%

Relativamente a associacdo entre a raga € o imunofenotipo, 67.9% dos canideos do

grupo raca pura pertenciam ao imunofenotipo B, enquanto que 32.1% apresentaram

imunofenotipo T. Quanto aos animais do grupo raga indeterminada, 75% correspondiam ao

imunofendtipo B enquanto que os restantes 25% apresentaram imunofenotipo T. Esta

diferenca nao foi considerada estatisticamente significativa (P>0.9) (tabela 16).

Tabela 16 — Relagdo entre o fendtipo e a raga dos canideos com linfoma. A diferenga entre o
grupo raga pura e o grupo raga indeterminada nao foi considerada estatisticamente significativa

(P>0.9).
Fenoétipo Total
T B

Contagem: 9 19 28

Pura % dentro da Raca 32,1% | 67,9% § 100,0%

% dentro do Fendtipo 81,8% | 76,0%0 77,8%

Raca

Contagem: 2 6 8

Indeterminada % dentro da Raca 25,0% | 75,0% § 100,0%

% dentro do Fendtipo 18,2% | 24,0%0 22,2%

Contagem: 11 25 36

Total % dentro da Raga 30,6% 69,4% § 100,0%

% dentro do Fendtipo 100,0% | 100,0% § 100,0%
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Procurdmos ainda saber se havia alguma relagdo entre o sub-estadio OMS e o

imunofendtipo de linfoma, sendo 72.2% dos animais em sub-estadio "a" de fendtipo B e

27.8% dos canideos de fenotipo T. Por outro lado, dentro dos animais com sub-estadio "b",

66.7% eram do imunofenétipo B e os restantes 33.3% do imunofenotipo T (tabela 17).

Contudo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa que justificasse as

diferencas observadas no tempo médio de sobrevivéncia (P=0.71).

Tabela 17 — Relagdo entre o fendtipo e o sub-estadio de linfoma segundo a OMS. A diferenca entre o

sub-estadio "a" e sub-estadio "b" ndo foi considerada estatisticamente significativa (P=0.71).

Fenotipo Total
T B

Contagem: 5 13 18
Sub-estadio "a" | % dentro do Sub-estadio 27,8% 72,2% 100,0%
Sub-estadio % dentro do Fenotipo 45,5% 52,0% 50,0%
OMS Contagem: 6 12 18
Sub-estadio "b" | % dentro do Sub-estadio 33,3% 66,7% 100,0%
% dentro do Fenotipo 54,5% 48,0% 50,0%
Contagem: 11 25 36
Total % dentro do Sub-estadio 30,6% 69,4% 100,0%
% dentro do Fenotipo 100,0% 100,0% 100,0%
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4. Discussao

No que diz respeito aos objectivos gerais propostos para este trabalho, verificou-se
uma igual frequéncia de linfoma no sexo feminino (n=25) e no sexo masculino (n=25). A
influéncia do género no desenvolvimento de linfoma € controversa, sendo que para alguns
autores este factor ndo parece ser relevante, (Modiano et al., 2005; Vail & Young, 2007;
Argyle et al., 2008; Nelson & Couto, 2009), Moreno et al. (2007) encontraram uma
prevaléncia superior em machos, ao contrario de Teske et al. (1994), onde registou um maior
numero de linfoma em fémeas.

Na nossa amostra ndo conseguimos apurar qualquer tipo de associagdo entre o
género e o linfoma, pois tivemos o mesmo numero de fémeas e machos. A informagdo
relativa ao estado fértil dos animais nao foi registada, pois esse dado nao estava disponivel na
maioria dos registos clinicos avaliados, excluindo desde inicio esta variavel.

A mediana de idade da nossa amostra foi de 9.5 anos, revelando uma populagao
adulta a sénior, tal como j& observado por outros autores (Vail & Young, 2007; Couto, 2009;
Bryan, 2010). Este facto esta de acordo com a associacdo existente entre o aumento da idade e
a susceptibilidade para o desenvolvimento tumoral (Waters, 2006), podendo em parte ocorrer
devido ao aumento de lesdes no ADN celular (Waters, 2006).

Apesar de 82% dos animais estudados ter idade situada entre os 6 € 12 anos de idade,
tal como sugerido por Couto (2009), verificou-se uma grande variagdo de idades, dos 3 aos 17
anos, sendo esta amplitude de idades muito semelhante a obtida por Teske et al. (1994).

Relativamente a variavel raca, o Boxer, o Rottweiler e o Cocker Spaniel foram as
racas mais frequentes na nossa amostra (10% cada uma), verificando-se também que a
maioria dos canideos incluidos neste estudo eram de raga pura (72%).

Noutros estudos foi igualmente observado um maior aparecimento de linfoma em
canideos de raca pura (Mondiano et al., 2005; Moreno et al., 2007; Couto, 2009).

Tal como sugerido por Fournel-Fleury et al. (2002), Lurie et al. (2004), Vail &
Young (2007) e Turek et al. (2008), também na nossa amostra a raca Boxer aparece associada
ao maior niumero de doentes com linfoma.

As racas representadas nesta amostra podem reflectir as preferéncias da populacao
portuguesa para determinadas racas e temperamento de caes. Por outro lado, obtivemos um

numero consideravel de animais de raca indeterminada (28%). Este dado pode indicar que
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apesar da maioria dos animais ser de raga pura, muitos proprietarios portugueses continuam a
optar por caes de raca cruzada para animal de companhia.

A forma de linfoma mais observada foi a multicéntrica com 84%, seguida da forma
extra-nodal com 10% dos caes afectados e por ultimo 6% de linfomas cutaneos, sendo estes
resultados compativeis com a maioria da bibliografia consultada, onde 80% dos linfomas sdo
da forma multicéntrica (Vail & Young, 2007; Turek et al., 2008; Bryan, 2010), sendo a forma
cutanea bastante mais rara com 3% a 8% dos casos de linfoma no cao (Bouchard, 2000).

Quanto ao imunofenotipo, o tipo celular mais frequente foi o de células B (69%),
seguido do fenotipo de células T com 33% dos casos, ndo tendo sido determinado o
imunofenodtipo em 14% dos animais. Estes resultados sdao compativeis com o previamente
publicado por varios autores (Dobson et al., 2001; Turek et al., 2008), onde estd descrito que
os linfomas de células B sdo os mais prevalentes.

Quanto ao método de diagndstico mais utilizado, 56% dos linfomas foram
diagnosticados por histopatologia de linfonodo, enquanto que 34% foram diagnosticados por
citologia realizada por PAAF e os restantes 10% por conjugagdo de ambas as técnicas.

Segundo alguns autores, na maioria dos casos, o diagndstico de linfoma ¢ facil e
pode ser realizado através de citologia do linfonodo afectado ou de outra lesao sugestiva de
linfoma, sendo a bidpsia e consequente avaliacao histopatologica reservada para alguns casos
que necessitem de confirmacdo ou para realizar métodos complementares de diagnostico e
estadiamento como a imunofenotipagem, bem como para ajudar a estabelecer um progndstico
da doenca (Vail & Young, 2007; Turek et al., 2008; Bryan, 2010). No nosso estudo, o
diagnostico realizado por biopsia pode estar sobre-representado pois grande parte dos caes
foram incluidos num estudo de doutoramento, tendo sido realizadas bidpsias para uma melhor
caracterizagdo do linfoma em grande parte dos pacientes.

No que diz respeito a analise citologica de medula dssea, esta foi apenas realizada
em 4 animais, verificando-se invasao da medula 6ssea por células malignas em apenas 2
animais. A avaliacdo de medula como parte do estadiamento no linfoma ¢ discutivel, visto
que, se ndo se observarem c¢lulas neoplasicas em circulacdo é pouco provavel que estas se
venham a encontrar na medula. Por outro lado, acaba por ser dificil de distinguir numa
citologia de medula os blastos precursores, dos blastos neoplasicos. Este procedimento acaba
por ficar reservado as situagdes em que se observa anemias ou outras citopenias ou células

suspeitas em circulacao (Vail & Young, 2007; Turek et al., 2008).
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Relativamente ao estadiamento clinico da OMS no momento do diagndstico, foi
observada uma maior frequéncia do estadios IV (n=29) e III (n=17) seguido do V (n=3) e por
ultimo 1 caso de estadio I, o que pode explicar a grande capacidade de disseminagdo do
linfoma para diferentes 6rgaos, sendo estes resultados compativeis com o descrito no trabalho
de Garrett et al. (2002) e Vail & Young (2007), onde mais de 80% dos caes se apresenta em
estadio IIT ou IV da doenga, segundo a OMS.

E importante salientar que a maior parte dos proprietarios reconhece a presenca de
sinais da doenca numa fase avancada da doenca, quando ja existe um comprometimento
generalizado, com sintomatologia clinica associada.

Em relacdo ao estadio mais avancado desta doenca, (estadio V) surgem alguns
factores que podem influenciar a baixa percentagem registada (n=3). Salienta-se que para a
inclusdo no estadio V ¢ muitas vezes necessaria a realizacao de puncao de medula 6ssea. No
nosso estudo, apenas 4 animais foram submetidos a este exame e, apesar das 4 puncdes
realizadas, apenas 2 foram positivas. Desta forma, neste e noutros estudos, o estadio V pode
estar sub-representado, ndo havendo uma maior prevaléncia pela auséncia de analise a medula
Ossea ou por resultados inconclusivos (Moreno et al., 2007).

O sub-estadio “b” segundo a OMS esteve presente em 54%, enquanto que o sub-
estadio "a" surgiu em 46% dos animais estudados, realgando mais uma vez que, na maioria
dos casos, o diagnostico de linfoma ¢ realizado numa fase tardia e quando ja existem
manifestagdes clinicas evidentes desta doenga. Estes resultados contrariam um pouco o
descrito por alguns autores (Vail & Young, 2007; Nelson & Couto, 2009; Bryan, 2010), nos
quais a apresentagdo clinica descrita como mais frequente ¢ um paciente com
linfadenomegalia ndo dolorosa e sem outros sinais clinicos de linfoma (sub-estadio “a”
Segundo a OMS).

Esta diferenca de resultados pode também estar relacionada com o facto de haver
mais campanhas de sensibilizacdo e educagdo dos proprietarios no estrangeiro, realizando
mais exames periddicos e consultas de rotina, mesmo quando ndo ha sinais clinicos de
doenga, detectando assim a doenca em fase inicial € sem envolvimento do estado geral.

Por outro lado, este resultado pode estar influenciado pelo facto da referéncia de
casos clinicos no nosso pais ser por vezes realizada tardiamente, permitindo a progressao da
doenca e posterior aparecimento de sinais clinicos.

No que diz respeito ao esquema terapéutico mais utilizado numa primeira abordagem

do linfoma, verificou-se que os protocolos constituidos por varios farmacos quimioterapicos
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foram os mais utilizados, sendo os mais escolhidos o CHOP (n=26) e COP (n=9), seguido dos
protocolos considerados paliativos, como o uso de prednisolona a titulo de tnico farmaco do
tratamento (n=5), prednisolona associada a doxorrubicina (n=2), doxorrubicina como unico
agente (n=1), clorambucil associado a prednisolona (n=2) e por ultimo, vincristina associada a
prednisolona (n=2).

De acordo com a bibliografia analisada, verifica-se uma grande variagdo nos
protocolos aplicados no linfoma (Chun et al., 2000; Moore et al., 2001; Garrett et al., 2002;
Simon et al., 2006; Vail & Young, 2007; Couto, 2009).

Nos Médicos Veterinarios de primeira opinido em Inglaterra predomina o uso de
COP (Mellanby et al., 2002), contrariamente ao registado no nosso trabalho.

Os nossos resultados vao de encontro ao descrito num estudo realizado por
Henriques & Branquinho (2010), onde se procurou apurar qual o tratamento de linfoma mais
utilizado pelos médicos veterinarios Portugueses, sendo o protocolo CHOP o mais utilizado
com 47% seguido do COP com 38%.

Relativamente ao protocolo de resgate mais utilizado, o CHOP foi o mais realizado
(n=9), seguido do COP (n=5), do L-CHOP (n=2) e por ultimo da Mitoxantrona (n=2). Por
outro lado, ndo foi realizado qualquer protocolo de resgate em 32 canideos.

Quanto os protocolos de resgate mais utilizados, os nossos resultados sao
semelhantes aos descritos na literatura, onde deve ser utilizado o mesmo protocolo do
utilizado inicialmente, podendo posteriormente incluir outros farmacos como a L-
Asparaginase ou Mitoxantrona (Garrett et al., 2002; Vail & Young, 2007; Turek et al., 2008).
Por sua vez, a grande percentagem de animais onde nao foi realizado nenhum protocolo de
resgate (n=32), representa os animais que morreram logo apds a primeira remissdo, 0s que
ndo chegaram a entrar em remissdo, ou os canideos que morreram de outras doencas ndo
relacionadas com o linfoma.

Quanto aos efeitos adversos observados durante a quimioterapia, 56% dos animais
incluidos no estudo ndo demonstraram sinais de efeitos adversos no decorrer do tratamento
quimioterapico, 10% apresentou vomitos e diminuicdo do apetite de grau 2 e o mesmo
numero (10%) apresentou diarreia de grau 2. Apenas um animal (2%) apresentou sinais mais
severos de efeitos adversos como vomito e diarreia de grau 3. Quanto a alteragdes
relacionadas com a medula 6ssea, 1 animal apresentou trombocitopénia de grau 2 (2%),

enquanto que 18% dos animais apresentaram neutropénia de grau 1 em conjunto com anemia
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e 2% dos canideos do nosso estudo apresentaram anemia como Unica altera¢dao relacionada
com a medula Ossea.

Desta forma foi verificado um igual numero de efeitos adversos relacionados com a
medula ossea (22%) e com o tracto gastrointestinal (22%), semelhante ao que ocorreu no
trabalho de Tomiyasu et al. (2010), onde os principais efeitos adversos registados durante o
tratamento foram os hematologicos (57.5%), seguido dos efeitos adversos relacionados com o
tracto gastrointestinal (50%). No entanto, graus severos de efeitos adversos (3 ou mais) foram
apenas registados num animal (2%), contrariamente ao que ocorreu no mesmo trabalho de
Tomiyasu et al. (2010), onde as percentagens foram um pouco superiores para este tipo de
alteragoes, (17.5%).

Esta discrepancia de valores pode ser explicada em parte pelo facto de no estudo de
Tomiyasu et al. (2010), 75% dos caes serem classificados como grau V (segundo a OMS),
comparativamente aos nossos resultados onde apenas 6% dos animais estavam em estadio V
da doenga (segundo a OMS), suportando melhor o tratamento quimioterapico.

Apesar dos efeitos adversos supracitados, apenas 20% dos canideos foram
hospitalizados durante o tratamento quimioterdapico, nao tendo sido necessario adiar o
tratamento em nenhum animal.

Os nossos resultados vao de encontro ao publicado na bibliografia, onde a presenga
de neutropénias clinicamente relevantes, associadas a febre ou sépsis, sdo raras nos pacientes
caninos, sendo que apenas 10% destes episodios resultam em hospitaliza¢des (Vaughan et al.,
2007). Num outro trabalho, concluiu-se que a presenga de toxicidades graves (citopenias e
sintomatologia gastrointestinal) associadas a quimioterapia e que provoquem hospitalizacao
sdo pouco frequentes, ocorrendo apenas em 16% dos casos (Rassnick et al., 2007).

Quanto a analise de sobrevivéncia, o tempo médio de sobrevivéncia registado na
populagdo estudada foi de 393 dias, ap6és o momento do diagnostico, sendo estes resultados
compativeis com os dados registados por alguns autores, onde os animais tratados com
protocolos CHOP apresentam um tempo médio de sobrevivéncia de 12 meses apos o inicio da
quimioterapia (Dobson et al., 2001; Ponce et al., 2004; Argyle, 2008; Turek et al., 2008;
Bryan, 2010).

Quanto a duracao da primeira remissao, foi registado um valor médio de 175 dias,
contudo, este resultado podera ter sido condicionado pois a amostra € relativamente pequena e
heterogénea, tendo sido incluidos todos os animais independentemente do tratamento ou

estadio/sub-estadio, podendo desta forma ter condicionado o resultado.
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No entanto, e apesar da heterogeneidade da nossa amostra, os nossos resultados estao
de acordo com o publicado por Hosoya et al. (2007), onde foram registados 174 dias de
duracdo média de primeira remissao, relativamente ao uso de protocolos com base no CHOP.

Relativamente ao objectivos especificos deste trabalho, quanto ao imunofenotipo, o
tempo médio de sobrevivéncia dos linfomas de células T foi de 388 dias, enquanto que o
tempo médio de sobrevivéncia dos linfomas de células B foi de 463 dias. Apesar desta
diferenca nao ter sido considerada estatisticamente significativa (P=0.07), o resultado ndo esta
de acordo com o publicado na literatura, onde os linfomas de células B apresentam sobrevidas
superiores aos linfomas de células T (Dobson et al., 2001; Ponce et al., 2004; Argyle, 2008;
Turek et al., 2008). Por outro lado, o tempo médio de sobrevivéncia dos linfomas de células T
(388 dias) foi superior ao publicado por Turek et al. (2008) que relata 5 a 6 meses de tempo
médio de sobrevivéncia.

Isto pode dever-se em parte pelo facto dos nossos linfomas indolentes serem
sobretudo de fenotipo T, dimuindo a sua agressividade clinica, por outro lado, os linfomas de
células B podem ter realizado apenas terapia com protocolos paliativos, diminuindo assim a
longevidade dos mesmos. Na opinido dos autores ¢ fundamental saber mais acerca da
morfologia do linfoma, para poder incluir os linfomas em grupos mais homogéneos.

Embora os autores ndo tenham encontrado nenhum estudo que relacionasse o
impacto do sexo no imunofenétipo de linfoma, com a realizacdo deste trabalho tentdmos
investigar a possibilidade de existir uma associacdo entre estas duas variaveis. Apesar de nos
nossos resultados em termos percentuais os machos e fémeas apresentarem um maior registo
de linfomas de fenotipo B, 73.3% e 66.7% respectivamente, ndo se conseguiu encontrar uma
associacao estatisticamente significativa entre o género e o imunofendtipo (P=0.72).

Pelo contrario, tendo em consideragdo que ja existem estudos que associam a
variavel raca e o imunofenotipo (Fournel-Fleury et al., 2002; Lurie et al., 2004), no nosso
trabalho esta associagdo nao foi considerada estatisticamente significativa (P>0.9).

Provavelmente este resultado sem significado estatistico relevante ¢ fruto de termos
considerado o grupo raca pura como representativo de todas as ragas puras, ndo tendo sido
determinada a associagdo entre o imunofendtipo e cada raga especifica, o que planeamos fazer
futuramente, com amostras maiores, onde se possa aferir a distribuigdo real das ragas.

Outro resultado interessante ¢ a grande percentagem de animais de raga
indeterminada e linfomas de imunofenotipo B (75%). Apesar de o resultado ndo ser

estatisticamente significativo (P>0.9), este valor pode dever-se ao facto de haver uma maior
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prevaléncia de linfomas de células B na populagdo canina em geral (Dobson et al., 2001; Vail
& Young, 2007; Turek et al., 2008).

Por tltimo, quanto a relagdo entre o sub-estadio OMS e o imunofenotipo de linfoma,
apesar de haver mais canideos em sub-estadio "a" e "b" com linfoma de células B, 72.2% e
66.7%, respectivamente, nao houve diferenga estatisticamente significativa que justificasse as
diferencas observadas no tempo médio de sobrevivéncia (P=0.71).

Assim, o sub-estadio OMS parece ndo estar relacionado com imunofenotipo de
linfoma, ao contrario do descrito por (Nelson & Couto, 2009; Bryan, 2010), mas talvez esteja
relacionado com o tempo que o paciente leva desde o estabelecimento do diagnostico de
linfoma, até ao inicio do tratamento desta neoplasia, influenciando a caracterizagdo do sub-
estadio com o aparecimento de sinais clinicos associados a progressao da doenca.

As principais dificuldades encontradas na realizagdo deste trabalho foram a avaliagdo
retrospectiva dos registos clinicos dos caes com linfoma e a auséncia de informagdo em
grande parte dos mesmos, levando a exclusdo de um grande nimero de pacientes, diminuindo
consideravelmente o tamanho da nossa amostra, e por outro lado, a inclusdo de uma amostra

muito heterogénea que veio a condicionar os resultados.
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5. Conclusao

A componente pratica do estagio curricular, realizada no Hospital Veterinario do
Porto, permitiu a aquisicdo de conhecimentos valiosos para o futuro desenvolvimento da
actividade profissional na area de clinica de animais de companhia.

O contacto com os diferentes proprietarios e respectivas condigdes sdcio-econdmicas
foi essencial para compreender a necessidade de seleccdo de métodos de diagndstico e
tratamentos que melhor se adaptem a cada caso clinico.

No linfoma, este aspecto ¢ extremamente importante na medida em que muitas vezes
¢ necessaria a realizacdo de varios métodos de diagndstico e exames complementares, para a
confirmacao da doenca e seu estadiamento, bem como a necessidade de realizar protocolos
terapéuticos prolongados e dispendiosos.

Além deste factor, e relativamente ao tema escolhido para a presente dissertagao,
varias outras limitacdes surgiram ao longo do estudo. O facto de ser um estudo retrospectivo,
limitou um pouco o acesso a informagao que era bastante importante para a realizagdo de um
estudo mais completo.

A heterogeneidade nos dados da amostra foi também uma das limitagdes
encontradas, revelando alguma falta de uniformidade nos meios de diagnoéstico realizados e a
falta de cumprimento da terapia por parte de alguns proprietarios, podendo ter condicionado
os resultados.

Por outro lado, e embora seja a maior amostra de linfoma alguma vez estudada em
Portugal, continua a ser pequena para conseguir apurar algumas caracteristicas e determinadas
variaveis, que sejam representativas da realidade nacional, contudo, fica assim descrita uma
visdo mais actual deste tipo de neoplasia, permitindo a conclusdo de varios aspectos.

Quanto aos objectivos gerais propostos para a realizacdo deste trabalho, no que diz
respeito as variaveis género, raca, idade e peso, concluimos que a nossa populaciao foi
semelhante as analisadas anteriormente, por diferentes autores.

A forma de linfoma mais comum foi a multicéntrica (84%), o imunofenotipo mais
frequente foi o de células B (69%), e os estadios OMS mais observados foram o III (34%) e o
IV (58%). Este ultimo resultado em conjunto com um maior nimero de canideos em sub-
estadio "b" no momento do diagnostico (54%) sao dados importantes que nos alertam para a
necessidade de realizar mais campanhas de sensibilizagdo dos propiretarios de canideos e

desenvolvimento de rastreios oncoldgicos periddicos que ajudem a detectar esta e outras
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neoplasias em fase inicial, aumentando o sucesso do tratamento e melhorando
significativamente o prognostico.

O diagnostico de linfoma desta série de casos foi realizado sobretudo por
histopatologia (56%), permitindo a possivel realizacdo de exames complementares de
dignostico como a imunofenotipagem ou outras técnicas de imunomarcagdo, por forma a
aprofundar a caracterizagdo das diferentes linhagens celulares do linfoma, integrando a
informacao do nosso pais em estudos internacionais, de modo a contribuir para o avango
cientifico em oncologia veterindria.

A citologia de medula foi raramente realizada (8%), demonstrando que a importancia
diagnostica deste exame complementar ¢ discutivel, devendo apenas ser realizado em casos
especificos de linfoma, quando estdo presentes alteracdes que o justifiquem, nomeadamente
hematoldgicas.

Através da presente dissertacdo concluiu-se também, no que diz respeito ao
tratamento do linfoma, que ndo existe um esquema terapéutico ideal e uniformizado, sendo a
informacao bastante variavel entre autores. No nosso trabalho, os protocolos mais utilizados
numa primeira abordagem e em situacdes de resgate, foram o CHOP e o COP. Estes
protocolos sdo idénticos aos utilizados pelos diferentes autores, demonstrando uma maior
aceitabilidade por parte dos proprietarios a estes esquemas terapéuticos e também um bom
conhecimento, por parte dos clinicos, dos protocolos mais indicados para tratar caes com
linfoma.

Quanto aos efeitos adversos observados durante a quimioterapia, os mais comuns
foram os gastrointestinais € os hematologicos (22% cada), sendo que apenas 20% dos
canideos necessitaram de internamento durante o tratamento, ndo sendo necessario adiar
nenhuma sessao quimioterapica.

Neste mesmo ambito, surgem cada vez mais trabalhos que procuram descubrir qual o
melhor protocolo para o tratamento do linfoma e aquele que provoca menos efeitos
secundarios, aparecendo recentemente o conceito da necessidade de se criarem protocolos
especificos com doses calculadas para cada individuo, que na opinido da autora serd a chave
para um maior sucesso futuro nos tratamentos quimioterapicos em oncologia veterinaria.

Os tempos médios de sobrevivéncia (393 dias) e valores de primeira remissao (175
dias), estiveram dentro dos valores esperados, revelando boas praticas clinicas por parte dos
Médicos Veterinarios Portugueses € uma boa receptividade dos proprietarios no tratamento

desta neoplasia
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Quanto aos nossos objectivos especificos, concluiu-se que na nossa série de casos de
linfoma no cdo, houve valores médios de sobrevivéncia semelhantes para linfomas
pertencentes ao imunofendtipo B e T, 463 e 388 dias, respectivamente, contrariando um
pouco o observado em estudos anteriores. Na opinido da autora serdo necessarios estudos
futuros que apoiem a natureza desta afirmacgdo, passando por um conhecimento mais
aprofundado das diferentes linhagens celulares, bem como das caracteristicas morfologicas e
imunologicas que diferenciem os diferentes tipos de linfoma dentro dos mesmos
imunofenotipos (B ou T).

Concluimos ainda que na nossa amostra nao houve uma ligagdo entre as variaveis
sexo, factor raca pura e sub-estadio OMS, e o desenvolvimento de determinados
imunofenotipos de linfoma, contudo, a autora refere que € importante apurar a possibilidade
da associagdo entre estas variaveis € o desenvolvimento de determinados imunofendtipos de
linfoma, realizando estudos futuros que incluam um maior niimero de animais e amostras bem
caracterizadas.

E importante reter que a prevaléncia de neoplasias estd a aumentar nos animais de
companhia em parte devido ao aumento da esperanga média de vida. Assim, e tendo em conta
que o linfoma ¢ a neoplasia do sistema hematopoiético mais comum nos caes € que representa
um dos tumores que melhor responde a quimioterapia, devem ser desenvolvidos
conhecimentos cientificos nesta mesma area, de modo a aconselhar da melhor maneira os
proprietarios, estabelecendo uma boa relagdo com os mesmos, aumentando assim a adesdo ao
tratamento.

Por ultimo, e com a realiza¢do deste trabalho, conseguimos contribuir para o estudo
do linfoma no cdo em Portugal, ndo esquecendo que o conhecimento cientifico desta
neoplasia esta em constante progresso, requerendo um trabalho continuo. E também de
salientar a necessidade da realizacdo de estudos multicéntricos € cooperagdo entre diferentes
Médicos Veterinarios no nosso pais, de modo a obter resultados mais representativos da

realidade nacional.
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