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Go as far as you can see; when you get there,
you'll be able to see further.

Thomas Carlyle
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Resumo

A melhor compreensdo da medicina veterinaria e os avangos tecnoldgicos na mesma
tém permitido o aumento do tempo de vida dos animais domésticos, aumentando
consequentemente a incidéncia de determinadas enfermidades, nomeadamente neoplasias. O
linfoma ¢ das neoplasias mais comuns no cdo, originando-se principalmente em oOrgaos
linfohematopoiéticos solidos. A etiologia do linfoma ndo estd ainda bem esclarecida, todavia,
acredita-se numa causa multifatorial, envolvendo fatores genéticos, infeciosos, ambientais e
imunologicos.

A presente dissertacdo, realizada no ambito da conclusdo do Mestrado Integrado em
Medicina Veterinaria, pretende caracterizar o linfoma canino e estudar a sua relagdo com a
leishmaniose, com o intuito de compreender se esta poderd ter influéncia no seu
desenvolvimento. Foi realizado um estudo retrospetivo observacional em canideos com
diagnostico de linfoma, durante o periodo de 2017 a 2019.

A amostra do presente estudo foi composta por 139 canideos. Verificou-se maior
prevaléncia de linfoma em machos, sendo uma grande parte da amostra composta por canideos
sem raca definida. Dos canideos em estudo, 71% apresentavam localizacdo multicéntrica, sendo
o imunofendtipo mais comum de células B. Relativamente a terapéutica instituida, o protocolo
mais utilizado foi o CHOP, tendo-se verificado um periodo médio de sobrevivéncia de 6,2 +
4,9 meses nos animais que receberam este tratamento. Quanto a relagdo entre linfoma e
leishmaniose, apenas uma pequena percentagem da populagdo em estudo apresentava
informagdes relativamente ao seu estatuto para esta enfermidade (35%). Deste subgrupo
verificou-se uma prevaléncia de 15% de leishmaniose.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo semelhantes aos demonstrados por outros
autores. Apesar de nao ter sido possivel estabelecer uma relagdo associativa direta entre linfoma
e leishmaniose, observou-se uma prevaléncia de leishmaniose superior a descrita por outros

autores.

Palavras chave: Linfoma, canideo, imunofendétipo, leishmaniose canina.
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Abstract

The increase of the lifetime of domestic animals, as a result of a better understanding
of veterinary medicine and technological advances, has allowed the intensification of the
incidence of certain diseases, namely neoplasms. Lymphoma is one of the most common
neoplasms in dogs, originating essentially from solid lymphohematopoietic organs. The
aetiology of lymphoma is multifactorial, involving genetic, infectious, environmental and
immunological factors.

The aims of this dissertation, carried out as part of the conclusion of the master’s
degree in Veterinary Medicine, were to characterize canine lymphoma and to study it’s
interaction with leishmaniasis. A retrospective study was performed with data from canine
lymphoma diagnosed from 2017 to 2019.

A total of 139 canine lymphoma cases were included in this study. The results showed
that males were predominant and mixed breed dogs were most common affected. From the total
sample, the multicenter form of lymphoma was the most common (71%), and from those
immunophenotyped, B-cell immunophenotype was predominant. Regarding the elected
therapy, CHOP protocol was the one preferred by veterinary doctors. The dogs that received
this protocol achieved an average of survival time of 6,2 + 4,9 months. Considering the
association between lymphoma and leishmaniasis, only a small percentage of the study
population provided information about their status for this disease (35%). A prevalence of 15%
of leishmaniasis was shown in this group.

The results obtained in the present study are similar to those presented by other
authors. It wasn’t possible to establish an associative connection amongst lymphoma and

leishmaniasis but the interaction between the 2 is possible.

Keywords: Lymphoma, dog, immunophenotype, canine leishmaniasis.



Inés Sofia Magalhdes Pereira | Linfoma canino: Caracterizagao e Interagdo com Leishmaniose

Lista de Abreviaturas e Simbolos

> Maior ou igual que

< Menor ou igual que

® Simbolo de marca registada

vo Gamma Delta

pL Microlitro

% Percentagem

< Menor que

> Maior que

Ac Anticorpos

ALP Fosfatase alcalina

ALT Alanina Aminotransferase

CAMV Centro de Atendimento Médico-Veterinario

CD Cluster of differentiation

CF Citometria de Fluxo

CHOP Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Vincristina e Prednisolona

CMD Cardiomiopatia dilatada

DMAC Dexametasona, Melfalano, Actinomicina D e Citarabina
Arabinosideo

DNA Deoxyribonucleic acid

DP Desvio padrao

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Etal. E outros, da locugdo latina “et alli”

GGT Gama glutamil transpeptidase

h Horas

HVR Hospital Veterinario do Restelo

IM indice mitético

IMH Imunohistoquimica

v Intravenoso

Kg Quilograma

L-CHOP L-Asparginase, Vincristina, Ciclofosfamida, Doxorrubicina e
Prednisona

m? Metros quadrados

MALT Tecido linfoide associado a mucosa
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mg
MHC
MIMV
MOMP
MOPP
MRD
NCI-WF
NK
OMS
PAAF
PARR
PCR
PET

PO
PTH-rP
RC
REAL

SC

SID

SNC

sp.

SRD

TAC

TC

US FDA
UTCYVM
VCOG-CTCAE

VS.
WHO

Miligrama

Major Histocompatibility Complex

Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria
Mecloretamina, Vincristina, Melfalano e Prednisona
Mecloretamina, Vincristina, Procarbazina e Prednisona
Minimal Residual Disease

National Cancer Institute - Working Formulation
Natural Killer

Organizacao Mundial de Saude

Puncao aspirativa por agulha fina

PCR for antigen receptor gene rearrangement
Polimerase Chain Reaction

Positron emission tomography

Por via oral, da locugdo latina “per os”

Proteina relacionada com hormona Paratiroide
Remissdao completa

Revised European—American Lymphoma

Remissao parcial

Subcutaneo

Uma vez ao dia, da locucgao latina “semel in die”
Sistema Nervoso Central

Espécie

Sem raca definida

Tomografia axial computorizada

Tomografia computorizada

United States Food and Drug Administration
University of Tennessee College of Veterinary Medicine
Veterinay cooperative oncology group- common terminology criteria for
adverse events

Versus

World Health Organization
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Descricao das atividades desenvolvidas durante o estagio curricular

O estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria (MIMV) foi
realizado em duas institui¢des por mim escolhidas — no Hospital Veterinario do Restelo (HVR),
em Lisboa, e no John and Tickle Small Animal Hospital, na University of Tennessee College of
Veterinary Medicine (UTCVM), no Tennessee, Estados Unidos.

O estagio no HVR decorreu no periodo entre 17 de setembro de 2018 e 10 de marco
de 2019, com a duracao total aproximada de 1090 horas. Durante o periodo de estadgio, foram
realizadas rotagdes quinzenais em diferentes especialidades, nomeadamente, Medicina Interna,
Cirurgia (x2), Oncologia (x3), Internamento, Dermatologia, Cardiologia, Medicina de exoticos,
Oftalmologia, Neurologia e Ortopedia.

Em cada rotagdo foi possivel acompanhar um médico veterinario da especialidade,
assistindo a consultas ou procedimentos cirurgicos, e discutindo ativamente todos os casos
clinicos acompanhados. Foi também possivel acompanhar e auxiliar procedimentos do servigo
de imagiologia, nomeadamente, ecografia abdominal, ecocardiograma, radiografia, tomografia
axial computorizada (TAC) e endoscopia do aparelho respiratorio e gastrointestinal. Perante
permissdo do médico veterindrio responsavel, foi permitida a recolha da anamnese, realizagao
de exame fisico de estado geral, recolha de sangue, administracdo de farmacos (por via oral,
subcutanea, intramuscular e endovenosa) e realizagdo de andlises clinicas (hemograma,
bioquimicas, ionograma, micro-hematdcrito e testes rapidos). Com a supervisdo do médico
veterinario responsavel foi também possivel a punc¢ao de linfonodos periféricos, realizacdo de
cistocentese, toracentese e abdominocentese.

No servigo de internamento, para além das atividades descritas, foi também possivel a
alimentacdo dos animais internados, colocacdo de cateteres endovenosos e sistemas de
venodclise, algaliagdo de cdes e gatos, medi¢do de glicémia e pressdo arterial, limpeza e
desbridamento de feridas, monitorizagdo do animal e preparagdo de altas clinicas.

A casuistica respetiva de cada rotacdo esta descrita na Tabela 1, onde estdo
discriminados o nimero de consultas e cirurgias acompanhadas no HVR. No servico de cirurgia
de tecidos moles foi possivel a observacdo e auxilio em procedimentos de enterectomia,
gastrotomia, esplenectomia, laparotomia de urgéncia, colecistectomia, colocacdo de bypass,
cistotomia, ovariohisterectomia, mastectomia, nodulectomia, orquiectomia, resolu¢do de
hermafroditismo e anoplastia.

Para além das areas supracitadas, foi também permitido o acesso ao laboratorio do
HVR onde foram executadas e interpretadas citologias e esfregacos sanguineos, bem como

analises de urina.
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Tabela 1. Descrico da frequéncia absoluta de consultas e cirurgias no estagio realizado no HVR.

Consultas
Oncologia 67
Medicina preventiva 42
Medicina Interna Gastroenterologia 21
Urologia/Nefrologia 17
Pneumologia 10
Endocrinologia 5
Hematologia 5
Total: 37
Cardiologia 33
Oftalmologia 26
Neurologia 15
Dermatologia 14
Pré-cirargica 12
Ortopedia 6
Animais exoticos 6
Reprodugao 2
Total: 260
Cirurgia
Tecidos Moles 32
Ortopedia 7
Neurologia 6
Oftalmologia 4
Destartarizagdo/extracdo dentaria 3

Total: 52

13
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Nos seguintes graficos encontra-se descrita a frequéncia relativa das consultas

(Gréfico 1) e das cirurgias (Grafico 2) acompanhadas ao longo do estagio realizado no HVR.

CONSULTAS
Neurologia
Dermatologia g,

5% Oncologia

26%

Oftalmologia
10%

Pré-cirurgica

5% Reprodugao
1%
Medicina Interna Cardiologia
14% 13%
Ortogedia preventiva
2% 16%

Griéfico 1. Frequéncia relativa das consultas assistidas por area no HVR.

CIRURGIAS

Ortopedia
13%

Oftalmologia

8%
Destartarizagao

/Extragdo

dentadria

6%
Tecidos Moles
62%

Grafico 2. Frequéncia relativa das cirurgias assistidas por area no HVR.

O estagio realizado no HVR foi sem divida muito enriquecedor a nivel académico. O
método de organizacdo do periodo de estadgio proposto pelo HVR ¢ incentivador e permite ndo
s0 aplicar os conhecimentos tedricos e praticos adquiridos ao longo do MIMV como também
fomenta a descoberta e interesse por outras areas. Considero o estagio realizado muito marcante

e impulsionador, tanto a nivel profissional como pessoal.
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O estagio na UTCVM decorreu no periodo entre 13 de Maio de 2019 e 5 de Julho de
2019, com a duragdo total aproximada de 410 horas. Durante o decorrer do estagio foram
realizadas rotagdes quinzenais nas areas de Oncologia (x2), Medicina Interna e Radiologia. Em
todos os servigos foi possivel a completa integracdo na equipa, a qual era constituida por 3-5
alunos séniores, um clinico especialista residente e um clinico especialista. Era
responsabilidade do aluno o primeiro contacto com tutor, a recolha da anamnese, exame fisico
de estado geral, plano de diagnostico e tratamento a realizar, bem como a realizagdo da alta
clinica.

Nos servigos de oncologia e medicina interna eram realizadas rondas em conjunto,
tanto no periodo da manha como no periodo da tarde, para discussdo dos casos clinicos e
apresentacao de topicos relacionados com os casos acompanhados ao longo deste periodo. No
servigo de oncologia foi possivel ndo s6 a realizacdo das tarefas supracitadas, mas também a
puncdo de nodulos, realizacdo de bidpsias cutdneas, toracocentese, administragdo de
quimioterapia e observagdo e auxilio na realizagdo de radioterapia. Durante a rotagdo de
medicina interna, foi possivel também a observa¢do de endoscopia das vias respiratorias, a
realizacdo de biopsia nasal, cistocentese e pungdo articular para recolha de liquido sinovial.
Durante ambas as rotagdes foi autorizado o acesso ao laboratério para observagao de citologias.

No servico de radiologia, foi possivel o contacto com meios de diagnostico
imagiologicos, nomeadamente, ecografia, radiografia, TAC e ressondncia magnética. Era
responsabilidade do aluno a preparagdo dos animais para a realizacdo do exame imagiologico
(administra¢do de farmacos por via endovenosa, contenc¢do e posicionamento) e a interpretagcao
do exame realizado. No periodo da manhd eram realizadas rondas em grupo acerca de
determinados topicos bem como avaliagdes escritas a cerca das mesmas. As avaliagdes escritas
consistiam na resolu¢do de casos clinicos acerca de radiologia dssea, toracica e abdominal de
caes, gatos, ruminantes e cavalos.

Na Tabela 2 estd descrita a casuistica de cada rotagdo (medicina interna e oncologia),

discriminando o nimero de casos acompanhados durante o periodo de estagio na UTCVM.
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Tabela 2. Descri¢o da frequéncia absoluta de casos acompanhados no estagio realizado na UTCVM.

Especialidade Numero de casos

Medicina Interna Ureter ectopico 1
Tumor nasal 1
Mucocelo biliar 2
Hiperadrenocorticismo 2
Diabetes Mellitus 1
Doenga renal cronica 1

Total: 8

Oncologia Linfoma 15
Mastocitoma 5
Sarcoma de tecidos moles 4
Adenocarcinoma das

glandulas apocrinas dos sacos = 3

anais
Melanoma 2
Osteossarcoma 1
Mesotelioma 1
Total: 31
Total: 39

O estagio realizado na UTCVM foi sem davida uma experiéncia académica
enriquecedora e desafiante, tanto pela responsabilidade exigida como pela confianca oferecida
pela equipa. O sentimento de integracdo na equipa foi deveras importante ¢ motivador no
acompanhamento de casos clinicos desafiantes. A realizag¢do deste estdgio permitiu um enorme

progresso tanto a nivel profissional como pessoal.
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Revisao Bibliografica

1. Sistema Imunitario

O sistema imunitério define-se como um conjunto de células e tecidos que t€m como
funcdo ndo so a defesa do organismo contra potenciais agentes patogénicos, mas também a
prevencao do desenvolvimento de determinadas neoplasias (Abbas ef al., 2016).
1.1 Orgios sistema imunitario

De forma simplificada, o conjunto de tecidos que formam o sistema imunitario pode
ser dividido em orgdos linfoides primarios e 6rgdos linfoides secundarios (Jaffe et al., 2016).
Entendem-se por 6rgdos linfoides primarios a medula dssea e o timo. Estes tém como principal
funcdo a formacdo e maturagdo dos linfécitos, ocorrendo no timo o processamento dos
linfocitos T e na medula 6ssea dos linfocitos B. Por outro lado, os 6rgdos linfoides secundarios
sdo os linfonodos, baco ¢ tecido linfoide associado as mucosas (MALT) (Abbas et al., 2016).
E nestes 6rgdos que os linfocitos maduros encontram os antigénios e desenvolvem diferentes
tipos de respostas imunoldgicas (Jaffe et al., 2016).

Relativamente & embriologia, os vasos do sistema linfatico derivam da mesoderme, tal
como o sistema cardiovascular. No periodo embrionario, existem 6 sacos linfaticos que mais

tarde, através da agregacao de tecido linfoide, se transformam em linfonodos (McGeady et al.,

2017).

Veias jugulares

Saco jugular

Veia Cava Cranial

Coracdo

Saco linfatico
iliaco

A

Veias Iliacas

Figura 1. Representacdo do desenvolvimento embrionario do sistema linfatico (Adaptado de McGeady et al., 2017).
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Os linfonodos sdo estruturas encapsuladas compostas por um conjunto de células
reticulares que contém inimeros linfocitos. Estes 6rgaos estio localizados de forma estratégica
ao longo do corpo recebendo, através de uma rede de vasos linfaticos, a linfa proveniente dos

tecidos (McGeady et al., 2017).
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Figura 2. Estrutura interna de um linfonodo (Adaptado de Mescher, 2016).

Figura 3. Representacdo colorida dos diferentes
territorios linfaticos (Adaptado de Suami et al., 2013)

1.2 Imunidade inata e Imunidade adaptativa

O mecanismo de defesa do hospedeiro contra potenciais invasores pode ser
classificado de 2 formas, nomeadamente, imunidade inata ou imunidade adaptativa. A
imunidade inata constitui a primeira linha de defesa do organismo, sendo constituida por um
conjunto de barreias fisicas, tais como barreiras epiteliais € mucosas, e células fagocitarias,
nomeadamente, neutréfilos, eosindfilos, basofilos, mondcitos, macroéfagos, células dendriticas,
mastocitos e células natural killer (NK) (Abbas et al., 2016).

Por outro lado, a imunidade adaptativa ¢ desenvolvida ao longo da vida do animal e
providencia uma resposta mais especifica contra determinados agentes (Abbas et al., 2016). Ou
seja, este tipo de resposta € orientado contra antigénios especificos que sdo apresentados por
complexos principais de histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility
Complex) aos linfocitos B (Jaffe et al., 2016). Apds reconhecerem os antigénios invasores, 0S
linfocitos B proliferam e diferenciam-se em células efetoras, que levam a secre¢do de
plasmocitos produtores de anticorpos que eliminam os agentes patogénicos, € em células de

memoria imunolégica (Abbas et al., 2016).
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1.3 Linfocitos

Os linfocitos representam cerca de um ter¢co do numero total de leucocitos, e apesar de
morfologicamente semelhantes entre si, apresentam diferentes linhagens, funcdes e
imunofendtipos. No geral, classificam-se principalmente como linfécitos B, T e células NK
(Abbas et al., 2016). Os linfécitos B s@o as unicas células responsaveis pela produgdo de
anticorpos (Ac), os quais podem ser encontrados por todo o corpo e constituem uma parte
importante da defesa dos mamiferos contra agentes invasores (Mescher, 2016). Tal como
supracitado, sdo fundamentais na resposta imune adaptativa uma vez que quando ativados,
diferenciam-se em plasmocitos e células de memoria (Abbas et al., 2016). Os linfomas B tém
origem nos linfocitos B, podendo ocorrer uma mutagdo em qualquer fase do ciclo celular

(Kuppers, 2005).
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Figura 4. Diferenciacdo do linfocito B no linfonodo (Adaptado de Kuppers, 2005).

Por outro lado, os linfécitos T sdo responsaveis pela imunidade celular, tendo um papel
importante na resposta imune através da libertacdo de citoquinas e através da inducdo da
apoptose de células infetadas pelo patogénio (Mescher, 2016).

A sua diferenciacdo ¢ possivel através da utilizagdo de técnicas que permitem a
identificacdo de determinadas moléculas na superficie celular, classificadas de acordo com um
sistema de complexos proteicos, denominados como marcadores de cluster of differentiation
(CD) (Tizzard, 2013).

As células NK desempenham um papel fundamental na resposta imune inata,
respondendo ndo sé contra agentes patogénicos como contra cé¢lulas tumorais. Apds ativadas,

libertam granulos citotdxicos que destroem as células agressoras (Male et al., 2000).
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2. Linfoma Canino

Nos ultimos tempos, tem-se verificado um aumento significativo da incidéncia de
neoplasias nos animais domésticos. Esta afirma¢do estara certamente relacionada com o
aumento da esperanga média de vida dos animais promovida pela implementagdo de planos
nutricionais e vacinais cada vez mais completos, e pelo continuo desenvolvimento de melhores
técnicas de diagndstico e tratamento (Paoloni & Khanna, 2007).

O linfoma ¢ uma das neoplasias mais comuns na pratica clinica de pequenos animais,
sendo a 3" neoplasia mais diagnosticada em caes, representando cerca de 83% dos tumores
hematopoiéticos e 24% de todos os tumores caninos (Vail et al., 2013; Ruple et al., 2016). O
termo linfoma abrange um grupo de neoplasias que tém em comum a sua origem nas células
linforeticulares, desenvolvendo-se através da proliferagdo maligna das mesmas, por norma nos
tecidos linfoides, podendo, no entanto, desenvolver-se em qualquer tecido (Vail ef al., 2013).

Em termos epidemioldgicos, esta enfermidade afeta principalmente caes com faixa
etaria compreendida entre os 6 € os 9 anos de idade (Fournel-Fleury et al., 2002). Nao parece
haver uma predisposi¢ao diretamente relacionada com o género feminino ou masculino, no
entanto, estudos realizados por Villamil ef al. (2009) relativamente ao impacto hormonal e
sexual no desenvolvimento de linfoma canino, demonstraram uma menor prevaléncia em
fémeas ndo esterilizadas. Relativamente a predisposicao racial, diferentes estudos evidenciaram
maior prevaléncia em determinadas ragas, no entanto, estes dados podem variar conforme a
localizagdo geografica dos animais (Yau et al., 2017). No geral, as ragas com maior prevaléncia
sdo o boxer, bull mastiff, basset hounds, Sdo Bernardo, scotish terrier e bulldog (Priester &
McKay,1980; Edward et al., 2003).

Apesar do linfoma canino ser objeto de continuo estudo, a sua classificagdo,
tratamento e prognostico sdo ainda matérias de dificil compreensdo em medicina veterinaria
(Ito et al., 2014). Viarias investigacdes foram realizadas na tentativa de identificar fatores
relacionados com o tumor e com o animal que possam ter valor preditivo na resposta ao
tratamento e prognostico do animal. Entendem-se por fatores inerentes ao animal a idade,
género, raca e condicdo corporal. Apesar destes fatores serem importantes, ndo existe ainda
evidéncia de que estejam diretamente relacionados com o prognostico.

A implementacdo de protocolos de quimioterapia cada vez mais completos tem
tornado o linfoma umas das neoplasias com maior taxa de resposta e remissdo (Parodi, 2001;

Ito et al., 2014).
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2.1 Etiologia

A investigacao de fatores com potencial carcinogénico em populagdes caninas permite
ndo so averiguar quais os fatores predisponentes para o desenvolvimento de tumores no cao,
como também auxiliar o estudo de potenciais agentes em medicina humana. O linfoma canino
em particular tem sido alvo de grande pesquisa devido a sua semelhan¢a com o linfoma nao-
Hodgkin’s humano (Yau et al., 2017). Existem varias hipoteses de que certos agentes
infeciosos, anormalidades cromossdmicas ou exposi¢do a determinados quimicos possam ter
influéncia no desenvolvimento desta enfermidade. No entanto, apesar de varias investigacoes,
ndo foi ainda identificada uma etiologia precisa para o linfoma canino (Lobetti, 2009; Vail,

2011; Mortier et al., 2012).

2.1.1 Fatores Infeciosos

Em medicina veterinaria, ¢ notéria a escassez de estudos que comprovam a relagdo
entre a infecdo por diferentes agentes patogénicos e o desenvolvimento de tumores
hematopoiéticos em cdes. Por outro lado, em medicina humana, varias investigagdes realizadas
suportam a evidéncia de que agentes infeciosos, tais como, virus, bactérias e protozodrios,
possam influenciar o desenvolvimento de neoplasias (Lax & Thomas, 2002). Efetivamente,
dados divulgados pela Organizagao Mundial de Saude (OMS) indicam que 25% das neoplasias
mundiais poderdo ser secundédrias a uma infe¢do cronica viral, bacteriana ou protozodria
(Organizagdo Mundial de Satide [OMS], 2017). Um exemplo desta relagdo, em medicina
humana, ¢ a associagdo demonstrada entre a infecdo pelo agente Helicobacter sp. € o
desenvolvimento de linfoma MALT gastrico. Esta infe¢do estd também fortemente associada
ao desenvolvimento de carcinoma gastrico (Farinha & Gascoyne, 2005). Apesar de estudos
realizados, esta associagdo nao esta ainda bem documentada em medicina veterinaria. Um
estudo realizado com caes da raca beagle demonstrou que a infecao por Helicobacter sp. leva
a formacao de foliculos linfoides géstricos, os quais estdo identificados como precursores de
linfoma MALT em humanos (Rossi et al., 1999).

Em medicina humana existem inimeros relatos de casos clinicos que suportam a
relacdo entre o desenvolvimento de linfoma e a infecdo com leishmaniose. A leishmaniose ¢
uma doenca parasitaria que afeta principalmente cdes e pessoas, podendo, no entanto, afetar
outros mamiferos (Ferro et al., 2013). Este parasita, do género Leishmania, ¢ transmitido
através da picada do flebotomo e replica-se nas células do sistema mononuclear fagocitico,
nomeadamente nos macrofagos (Corral-Caridad & Alunda, 2013; Ferro ef al., 2013; Griensven

etal.,2014).
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Esta documentada em medicina humana a existéncia concomitante de leishmaniose e
uma neoplasia (Bezerra et al., 2018). Segundo Kopterides et al. (2007), as hipdteses que
sustentam a presenga simultanea destas duas enfermidades sao que pela semelhanga dos sinais
clinicos, a leishmaniose pode camuflar a existéncia de uma neoplasia, neste caso linfoma; a
leishmaniose pode ser de dificil diagnostico e tratamento nos animais que estdo a receber
quimioterapia; nos animais imunodeprimidos, ¢ possivel obter ambos os diagndsticos numa
amostra de tecido; e por fim, a imunossupressdo cronica caracteristica da leishmaniose pode
levar ao desenvolvimento neoplasias hematopoiéticas.

Em caes, esta doencga ¢ provocada pela Leishmania infantum, podendo desenvolver-se
sob a forma cutianea e visceral (Corral-Caridad & Alunda, 2013; Ferro et al., 2013). A
leishmaniose canina ¢ uma doenga cronica, com um periodo de incubagdo de pelo menos dois
meses e apresenta maior prevaléncia na zona mediterranica de Europa, América Central e do
Sul, Médio Oriente e China. A distribui¢do da L. infantum na Europa encontra-se representada
na figura 5. Uma vez que a L. infantum ¢ também responsavel pela forma visceral em humanos,
os caes infetados constituem um reservatorio da doenga, sendo uma contante ameaga a saude

publica (Campino & Maia, 2010; Corral-Caridad & Alunda, 2013).
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Figura 5. Distribuicao geografica de leishmaniose canina na Europa (Adaptado de Solano-Gallego ef al., 2011)

O quadro clinico destes animais abrange diferentes sistemas. Os sinais clinicos mais
observados sdo linfadenomegalia periférica, caquexia, lesdes cutidneas e lesdes oculares
(Mangzillo et al., 2008). Podem ser observados sinais de insuficiéncia renal secundarios a nefrite
intersticial e glomerulonefrite (Corral-Caridad & Alunda, 2013).

Apesar de varios casos descritos, ndo existe ainda em medicina veterinaria evidéncia
da interagdo entre estas duas enfermidades. Manzillo et al. (2008), descreveram um caso de
linfoma extranodal num cdo com leishmaniose. Os autores indicam que, com base na sua
experiéncia profissional, a prevaléncia de linfoma multicéntrico em cdes portadores de

leishmaniose ¢ de 1:300. A teoria proposta para esclarecer esta interacdo foi que o
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desenvolvimento de linfoma seria desencadeado pela estimulacdo antigénica e
imunossupressao cronica provocada pela leishmaniose (Ferrick et al., 1995).

Estudos realizados em medicina humana verificaram um aumento de linfocitos y3-T
no sangue e a presenca dos mesmos em lesdes cutaneas dos animais infetados com Leishmania
sp. (Modlin et al., 1989; Russo et al., 1993). No estudo de Manzillo et al. (2008) supds-se que
como consequéncia destes mecanismos ocorreria primeiro o aumento dos linfocitos T e
posteriormente a modificacdo maligna destas células.

Para além do linfoma estdo também descritos casos de mieloma maultiplo,
hemangiossarcoma, carcinoma das células escamosas e tumor venéreo transmissivel associados
a infecdo por leishmaniose e hemoparasitas (Albanese et al., 2002; Geigy et al., 2013).

2.1.2 Fatores Ambientais

Estd documentado, tanto em medicina humana como em veterindria, que o tipo de
dieta, a exposicao a tabaco, polui¢cdo e certos produtos quimicos, nomeadamente herbicidas de
acido diclorofenoxiacético 2 e 4 D, tenham influéncia no desenvolvimento de linfoma (Pastor
et al., 2009). O cdo constitui um bom modelo de estudo e de identificacdo de novos agentes
com potencial carcinogénico uma vez que se encontra exposto a0 mesmo meio ambiente que o
ser humano (Van der Schalie et al., 1999; Backer et al., 2001).

Estudos realizados demonstraram que os caes residentes em areas industriais e os que
estdo expostos a agentes quimicos, tais como tintas ou solventes, apresentam um risco maior
de desenvolver linfoma (Gavazza et al., 2001). Também a exposicao a herbicidas 2, 4 D esta

associada a um maior risco de desenvolvimento deste tumor (Vail et al., 2013).

2.1.3 Fatores Imunologicos

Estudos realizados concluiram um maior risco de desenvolvimento de linfoma em caes
com funcdo imunitdria comprometida. Por exemplo, estd descrito que caes portadores de
trombocitopenia imunomediada apresentam uma maior prevaléncia de linfoma
comparativamente a cdes saudaveis, independentemente da sua idade ou género (Keller, 1992;
Pastor ef al., 2009). Apesar de uma maior associacdo a mastocitomas, o trabalho de Santoro et
al. (2007) propos que cdes com dermatite atopica estariam mais suscetiveis ao desenvolvimento
de linfoma epiteliotropico devido ao tratamento utilizado com farmacos imunossupressores,

como prednisona ou ciclosporina, ou pela imunodesregulacao causada por esta doenca.
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2.1.4 Fatores Genéticos

As evolugdes continuas das técnicas utilizadas na 4rea da citogenética molecular tém
permitido um estudo cada vez mais completo das alteracdes genéticas presentes em caes com
linfoma.

O facto de diferentes ragas apresentarem prevaléncias diferentes em relagdo ao
imunofendtipo B ou T demonstra que pode existir um risco hereditario. Modiano et al. (2005),
verificou maior prevaléncia de linfoma de células T em boxers e golden retriver, e de células B
em cdes da raca dobermann. Também um estudo realizado por Comazzi et al. (2018),
complementou que a raga labrador aparenta estar predisposta para o desenvolvimento de

linfoma de células T de alto grau e a raca rottweiler para linfoma de células B.

2.2 Classificacao

Linfoma ¢ um termo que abrange um amplo e diverso grupo de neoplasias que tém em
comum a sua origem nos linfocitos. O linfoma canino ¢ classificado com base na sua
localizagdo anatomica, critério histoldgico, imunofendtipo e estadio (Vail et al., 2013). O
método de classificac¢do histologica mais utilizado foi desenvolvido pela organizagdo mundial
de sade (WHO, do inglés World Health Organization). Esta metodologia caracteriza o linfoma

com base no tipo de células, fendtipo e aspetos genéticos e moleculares (Marconato et al.,

2013).

2.2.1 Classificacio com base na localizacdo anatéomica

Relativamente a localizagdo anatomica de linfoma em caes, ¢ mais comum, por odem
decrescente, a forma multicéntrica, seguida da alimentar, cutinea e, por fim, mediastinica (Vail
etal., 2013).

A forma multicéntrica representa cerca de 84% de todos os linfomas caninos. A
apresentacao clinica mais comum destes animais ¢ a presenga de linfadenomegélia generalizada
indolor, sem manifestacdo de outros sinais clinicos (Madewell & Thesen, 1987). Outros
possiveis sinais clinicos no momento de diagndstico, embora pouco comuns, sdo inapeténcia,
letargia, perda de peso, poliuria e polidipsia (Vail, 2017).

A forma alimentar ¢ menos comum que a anterior e representa cerca de 7% dos
linfomas caninos (Vail, 2011). As racas mais afetadas sdo o boxer e shar-pei (Steinberg et al.,
1995; Coyle & Steinberg, 2004). Um estudo realizado por Jemal ef al. (2004), demonstra maior
incidéncia de neoplasias do trato gastrointestinal em homens do que em mulheres. No entanto,

em medicina veterindria ndo ha evidéncia desta diferenca relativamente ao linfoma alimentar.
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A apresentacdo clinica destes animais ¢ caracterizada pela manifestacdo de sinais clinicos
especificos do trato gastrointestinal, tais como, vomito, diarreia, perda de peso e inapeténcia
(Vail, 2017). O linfoma alimentar afeta, por norma, multiplos segmentos, provocando
espessamento da parede, estreitamento do [imen e ulceragdo da mucosa (Couto ef al., 1989;
Ozaki et al., 2006).

A forma cutinea representa cerca de 6% dos linfomas caninos e €, por norma,
classificada como epiteliotropica ou ndo epiteliotropica (Gross et al., 2005;). O linfoma
epiteliotropico, tal como se verifica em humanos, tem origem nos linfocitos T e manifesta-se
pela presenca de dermatite eritematosa exfoliativa (Vail et al., 2013; Moore et al., 2009). O
linfoma ndo epiteliotrdpico caracteriza-se pela presenca de placas ou nodulos dérmicos ou
subcutaneos, que podem ser solitarios ou multiplos (Gross et al., 2005).

A forma mediastinica representa cerca de 3% dos linfomas caninos e manifesta-se pelo
aumento dos linfonodos mediastinicos craniais ¢/ou timo (Vail, 2017; Vail et al., 2013). O
linfoma mediastinico estd por norma associado ao imunofendtipo T (Vail et al., 1996;
Ruslander et al., 1997). Os principais sinais clinicos observados no momento de diagnostico
sdo dispneia e abafamento dos sons cardiacos. Uma vez que cerca de 50% dos caes com linfoma
mediastinico desenvolvem hipercalcémia paraneoplésica, politiria e polidipsia poderdo também
fazer parte do quadro clinico dos animais afetados (Vail, 2017).

Por fim, as outras formas extra-nodais sdo menos frequentes, representando apenas
3% dos linfomas caninos (Vail ef al., 2013). Os sinais clinicos dependerdo da localiza¢ao do
tumor, a qual podera ocorrer em qualquer local fora do sistema linfatico, nomeadamente, ocular,
Ossea, cardiaca, cavidade nasal, sistema nervoso central (SNC) entre outros (Vail, 2011).

2.1.2 Classificacao histologica

A classificag@o do linfoma tem sido objeto de grande estudo e controvérsia. Ao longo
do tempo, foram j& desenvolvidos, tanto em medicina humana como em medicina veterinaria,
inimeros métodos de classificagdo de linfoma de acordo com a morfologia celular e
imunofendtipo (Vail et al., 2013). As classifica¢des existentes tentaram estabelecer uma relagao
entre o tipo histologico e o comportamento biologico de diferentes linfomas, permitindo a
determina¢@o de um progndstico e tratamento adequado (Parodi, 2011).

Em medicina humana, o método de classificagdo mais utilizado ¢ o sistema WHO,
estando o mesmo em continua evolucao (Swerdlow et al., 2017).

Em medicina veterinaria, um dos primeiros sistemas de classificacdo utilizado foi o

método de Rappaport, estabelecido em 1966 (Rappaport, 1966). Mais tarde, a melhor
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compreensdo das caracteristicas das células linfoides permitiu o desenvolvimento de novos
sistemas de classificagdo, nomeadamente o sistema de classificacdo de Kiel, desenvolvido na
Europa, e o Lukes-Collins, desenvolvido na América do Norte (Lukes ef al., 1974; Lennert &
Mohri, 1978). Ambos os sistemas foram desenvolvidos com as mesmas bases, no entanto, com
intuito de evitar futuros erros e de unir estes dois sistemas, o National Cancer Institute publicou
um estudo definido como Working Formulation (National Cancer Institute [NCI], 1982).

O sistema desenvolvido pelo National Cancer Institute-Working Formulation (NCI-
WF), classifica o linfoma de acordo com o seu padrao, difuso ou folicular, e tipo de células,
ndo incluindo, no entanto, informacao relativa ao imunofendtipo (National Cancer Institute
[NCI], 1982). Neste sistema, a determinagdo dos subtipos de linfoma tem em conta o
comportamento bioldgico e tempo de sobrevivéncia do animal (Vail ef al., 2013). O sistema
NCI-WF acabou por se tornar bastante utilizado na América do Norte enquanto que o sistema
de Kiel continuou a ser utilizado na Europa (Parodi, 2001).

Tanto o sistema de Kiel como NCI-WF classificam os linfomas de acordo com o seu
grau de malignidade, ou seja, baixo grau, grau intermédio e alto grau. Os linfomas de baixo
grau caracterizam-se pela presenga de células de pequeno tamanho e de baixo indice mitdtico.
Estes progridem, por norma, de forma lenta e estdo associados a tempos de sobrevivéncia
superiores em relacdo aos de alto grau. Por outro lado, os linfomas de alto grau, caracterizam-
se pela presenga de um elevado indice mitotico com progressao rapida. Apresentam uma maior
resposta ao tratamento e assim, superiores taxas de remissdo. Uma desvantagem do sistema de
Kiel e de NCI-WF ¢ o facto de ndo limitarem os linfomas extra-nodais numa categoria separada
dos nodais (Vail et al., 2013)

Devido a estas limitacdes, o International Lymphoma Study Group (ILSG) prop0s a
Revised European American Lymphoma (REAL). A WHO, com base na REAL, publicou um
sistema de classificacdo de neoplasias hematopoiéticas em animais domésticos (Vezzali ef al.,
2010; Vail et al., 2013). O sistema WHO ndo tem em conta o local de origem da neoplasia
(medula 6ssea ou linfonodos), mas sim o comportamento bioldgico e grau de malignidade
(Valli et al., 2000; Valli et al., 2011; Valli, 2013). Para tal, este sistema considera critérios
anatomicos, histologicos e imunofenotipicos com o fim de providenciar um diagndstico preciso
e reprodutivel (Vail et al., 2013).

Um estudo realizado por Valli ef al. (2011), com o intuito de avaliar a precisdo e
credibilidade da aplicagdo do sistema de classificagio WHO por médicos veterindrios

patologistas, ndo especializados na area da hematologia, demonstrou um consenso de 83%. Na
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tabela 3 encontram-se descritos os diferentes tipos de linfoma com base na sua classificagdo
histologica.

Tabela 3. Resumo classificacdo histologica de linfoma canino segundo WHO/REAL (Adaptado de Valli et al., 2011)

‘ Neoplasias células B Neoplasias células T /NK
Neoplasia de células B precursoras Neoplasia de células T precursoras
Neoplasia células B maduras Neoplasia de células T/ NK maduras

Leucemia/ Linfoma linfocitico células Leucemia/ linfoma linfoblastico de células T

pequenas precursoras

Linfoma linfoplasmocitico Mycosis fungoides

Linfoma folicular Linfoma hepatosplénico de células y5-T
Linfoma difuso células grandes tipo B Linfoma de células T periférico

Linfoma mediastinico células grandes tipo = Linfoma angioimunobléstico de c¢lulas T
B

Linfoma alto grau de células B Linfoma angiotropico de células T

Tendo em conta o imunofendétipo, cerca de cerca de 60 a 70% dos linfomas caninos
sdo de células B, 30 a 40% sdo de células T e menos de 1% nao se classificam como B nem T
(Ponce et al.,2010; Valli et al., 2013). O tipo mais comum de linfoma canino € o linfoma difuso
de células grandes de alto grau tipo B (Vezzali et al., 2009; Valli et al., 2011).

Para além dos tipos de linfoma referidos, existe ainda um subgrupo, denominado de
linfoma indolente. Este ¢ caracterizado por uma taxa mitotica baixa e progressao clinica lenta
(Valli et al., 2006). O linfoma indolente representa cerca de 29% de todos os linfomas caninos
e abrange na sua denomina¢do linfomas T ou linfomas foliculares derivados de células B,
nomeadamente, linfoma folicular, linfoma marginal e linfoma de células do manto (Flood-
Knapik et al., 2012).

A utilizagdo de métodos de classificacdo morfologica das células em combinagdo com
as técnicas que nos permitem determinar o imunofendtipo, possibilitam a determinagdao de uma
classificagdo adequada para o tipo de linfoma do animal. Estas informagdes sdo determinantes

na selecao do melhor tratamento e decisdo do prognodstico (Vail, 2011).
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2.3. Diagnostico

2.3.1 Apresentacio e sinais clinicos

A apresentagdo clinica dos animais dependera da localizagdo e envolvimento do
linfoma. No caso do linfoma multicéntrico, o qual ¢ o mais comum em caes, ¢ caracteristica a
presenca de linfadenomegalia indolor, ndo apresentando, por norma, os animais afetados outros
sinais clinicos de doenca sistémica (sub-estadio “a” segundo WHO). Contudo, uma pequena
percentagem de animais pode apresentar sinais clinicos (sub-estadio “b” segundo WHO). Estes
sdo inespecificos e caracterizam-se por febre, anorexia, vomito, diarreia, perda de peso,
edemaciacao e ascite (Vail et al., 2013; Vail, 2017).

Por outro lado, os animais com linfoma de células T t€ém maior probabilidade de
desenvolver sinais clinicos, especialmente devido a um sindrome paraneoplasico denominado
hipercalcémia maligna (Vail et al., 2013). Este sindrome ocorre devido a producdo anormal da
proteina relacionada com hormona paratiroide (PTH-rP, do inglés “parathyroid hormone-
related protein”) pelas células neoplésicas e afeta cerca de 15% dos cdes com linfoma e 50%
dos cdes com linfoma mediastinico ou de células T (Vail, 2011; Seelig et al., 2014). Os caes
com linfoma mediastinico apresentam-se por norma com sinais clinicos relativos ao sistema
respiratorio, designadamente, dispneia e abafamento dos sons cardiacos, e/ou edema da cabega,
pescogo e membros toracicos secunddria a compressao da veia cava cranial pelo tumor (Vail,
2017).

Tal como descrito anteriormente, os cdes com linfoma alimentar apresentam por
norma, sinais especificos do sistema gastrointestinal, nomeadamente, vomito, diarreia e perda
de peso (Couto et al., 1989; Gieger, 2011). O linfoma na sua forma cutdnea pode manifestar-se
por distintas lesdes cutaneas, as quais podem aparecer em qualquer parte do corpo, incluindo
cavidade oral (Vail, 2017).

Por fim, as outras formas de linfoma extra-nodal (SNC, ocular, renal, entre outros),
podem manifestar-se de qualquer maneira, de acordo com a sua localizagdo (Vail, 2017).

Encontram-se descritos na tabela 4 os diagnosticos diferenciais associados a cada tipo

de linfoma de acordo com a sua localizagdo anatomica.
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Tabela 4. Diagnosticos diferenciais de linfoma canino conforme a sua localiza¢do anatomica. (Adaptado de Vail ez al., 2013)

Localiza¢do anatomica do Linfoma Diagnésticos diferenciais

Multicéntrica Infecdes sistémicas bacterianas, virais, parasitarias ou
fingicas.
Processos imunomediados — vascultite, poliartrite,

ltpus eritematoso.

Metastases linfonodos.

Outros tumores hematopoiéticos — leucemia, mieloma
multiplo.

Mediastinica Outros tumores — timoma, quemodectoma, carcinoma
ectopico tirdide, carcinomatose pleural.

Doengas infeciosas — granuloma, piotorax.

Quilotorax, hemotoérax, doenga cardiaca congestiva.

Alimentar Outros tumores gastrointestinais — carcinoma,
mastocitoma.

Corpo estranho, enterite linfoplasmocitaria, ulceracao
gastrointestinal.
Cutinea Dermatite infeciosa — bacteriana, fingica, parasitaria.

Dermatite imunomediada — penfigus foliaceo.
Extra-nodal Dependente da localizacao.

2.3.2 Abordagem diagndstica e estadiamento

O diagnéstico de linfoma pode ser um procedimento simples e intuitivo uma vez que
o sinal clinico mais comum ¢ a presenga de linfadenomegélia periférica generalizada, e a
realizacdo de citologia ¢ na maioria dos casos diagnostica. Contudo, a presenca de outros sinais
clinicos podera dificultar o seu diagnostico (Vail, 2011). No caso de suspeita de linfoma ¢
importante realizar-se um exame fisico completo, hemograma completo, perfil bioquimico,
idealmente com medicao de célcio ionizado, e uriandlise. Para a obtencdo de um diagnostico
definitivo ¢ essencial a realizacdo de citologia e/ou bidpsia dos tecidos afetados (Vail, 2017).

O sistema de estadiamento atualmente utilizado encontra-se descrito na tabela 5.
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Tabela 5. Sistema de estadiamento do linfoma canino segundo WHO (Adaptado de Vali et al., 2013).

Localizacao anatomica Estadio (devera incluir localiza¢ao anatomica)

A — Multicéntrica I — Envolvimento de um so linfonodo ou tecido linfoide num

unico 6rgao.

B — Alimentar II - Envolvimento de varios linfonodos numa area regional.
C — Mediastinica III — Envolvimento generalizado dos linfonodos.

D — Cuténea IV — Envolvimento do figado e/ou bago (+/- estadio III).

E — Leucemia V — Manifestagdo no sangue e envolvimento da medula dssea
F — Outras localizagoes e/ou outros orgaos (+/- estadio [-1V).

Sub-estadio (devera ser adicionado a cada estadio)

a) Sem manifestagdo de sinais clinicos.
b) Manifestagdo de sinais clinicos.

2.3.2.1 Exame Fisico

Tal como supracitado, ¢ importante a realizacdo de um exame fisico completo, o qual
devera incluir a palpacdo cuidada de todos os linfonodos periféricos bem como exame retal,
para avaliagdo dos linfonodos iliacos e investigagcdo de possiveis nddulos retais (Vail, 2017).
Uma vez que condigdes como anemia e trombocitopénia poderdo fazer parte do leque de
sindromes paraneoplasicos provocados pelo linfoma, ¢ importante a avaliagdo das mucosas para
averiguar a presenga de palidez, petéquias, ictericia e ulceragao (Vail ef al., 2013). A palpagdo
abdominal ¢ também util pois permite averiguar a presenga de organomegalia,
linfadenomegalia mesentérica e/ou espessamento da parede intestinal (Vail, 2017).

A realizagdo de um exame oftalmologico basico ndo deve ser desprezada uma vez que
30 a 50% dos caes poderdo apresentar alteracdes oftalmologicas, nomeadamente, uveite e
infiltragdo ocular neoplasica (Nerschbach et al., 2013).
2.3.2.2 Alteracdes laboratoriais

A anemia ¢ a alteragdo hematologica mais comum em cdes com linfoma (Vail et al.,
2013). Caracteriza-se, por norma, como normocitica normocrémica ndo-regenerativa. Em cerca
de 30 a 50% dos casos, podera também observar-se trombocitopénia (Madewell & Feldman,
1980). A observacao de linfocitos atipicos em circulaciao podera ser indicativa de envolvimento
da medula 6ssea ou de leucemia. Assim sendo, ¢ relevante a realizacdo de puncdo aspirativa
por agulha fina (PAAF) de medula 6ssea para avaliagdo citologica para efeitos de estadiamento

e progndstico (Vail, 2017).
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As alteracdes no perfil bioquimico bésico, nomeadamente, alanina aminotransferase
(ALT), gama glutamil transpeptidase (GGT), fosfatase alcalina (ALP, do inglés “alkaline
phosphatase”), ureia, creatinina, glucose, albumina e proteinas totais, e célcio ionizado, podem
refletir a localizagdo anatémica do tumor. Por exemplo, a elevacdo das enzimas hepaticas
podera levar o clinico a suspeitar de infiltracdo neopléasica no parénquima hepatico, e a elevagao
da ureia e creatinina de infiltragdo renal neoplasica. Estas alteragdes podem também estar
relacionadas com a manifestacdo de sindromes paraneoplasicos, sendo o mais comum
hipercalcémia maligna (Vail et al., 2013; Vail, 2017).

A realizagdo de urianalise podera ser util no momento de diagnostico para avaliagdo
da funcdo renal, importante na selecdo e monitorizagdo de protocolos quimioterapicos. No
entanto, ¢ importante ter em atencdo que esta podera estar alterada (isostenurica) se o animal
apresentar hipercalcémia, uma vez que elevados niveis de calcio poderdo interferir na
capacidade de concentragdo tubular (Vail et al., 2013).
2.3.2.5 Métodos diagnostico imagiologicos

Ap6s o diagnoéstico de linfoma é fundamental a realizacdo de exames imagioldgicos
para a determinagdo de um estadio correto e para avaliagdo da resposta ao tratamento (Vail et
al., 2013; Vail, 2017). No geral, deverdo ser realizadas, pelo menos, radiografias toracicas e
abdominais, e ecografia abdominal, ou tomografia computorizada (TC) (Flory et al., 2007).
Todavia, caso se trate de um linfoma nodal periférico, € a menos que se verifiquem sinais
clinicos que justifiquem a exploracdo imagiologica abdominal, sdo necessarias apenas
radiografias toracicas, pois ndo existe diferenca de prognostico entre estadio III e IV (Valil,
2017). A realizacdo de radiografias toracicas ¢ sempre indispensavel uma vez que 60 a 75%
dos cdes com linfoma multicéntrico apresentam alteragdes toracicas, nomeadamente, infiltrados
pulmonares e linfadenomegalia, e porque o envolvimento mediastinico influenciard o
prognostico (Blackwood et al., 1997; Starrak et al., 1997; Vail, 2017).

A realizacdo de ecografia ¢ especialmente util nos casos de linfoma gastrointestinal e
na obten¢do de amostras ecoguiadas (Vail, 2017). A avaliag¢do ecografica, incluindo a utilizagao
do Doppler, ¢ também importante na avaliagdo dos linfonodos periféricos e abdominais pois
podera fornecer informag¢des complementares na diferenciacdo entre linfonodos benignos ou
malignos (Nyman et al., 2006; Kinns & Mai, 2007; De Swarte, 2011). Todas estas técnicas nao
permitem, no entanto, identificar infiltracdo neoplasica em oOrgdos normodimensionados

(LeBlanc et al., 2009).
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A realizagdo de tomografia por emissdo de positrdes (PET, do inglés “Positron
emission tomography”) permite a identificagdo precoce de areas afetadas pelo tumor uma vez
que reconhece alteragdes metabodlicas nos tecidos (Lawrence et al., 2009). Em medicina
humana, ¢ habitual a realizagdo deste exame na pratica clinica para estadiamento e
monitorizagdo de linfoma. No entanto, existem varias barreiras para a sua utilizagdo em
oncologia veterindria devido ao seu elevado custo e pouca disponibilidade radioisotopica
(Lawrence et al., 2009; Vail, 2017).
2.3.2.3 Citologia e Histologia

A avaliacdo morfolédgica das células e tecidos neoplésicos € essencial no diagnostico
de linfoma. O meio de diagndstico complementar mais comum ¢ a realizagdo de PAAF dos
linfonodos periféricos ou de outro tecido afetado. Devem ser evitados os linfonodos localizados
em zonas mais reativas, particularmente, os linfonodos sub-mandibulares, exceto quando estes
sdo os Unicos aumentados. A imagem citoldgica caracteristica de linfoma define-se pela
presenca de células linfoides grandes (superiores a 2 vezes o didmetro de um eritrocito ou
superiores a um neutr6filo), verificando-se nucléolo visivel e citoplasma baséfilo (Vail ef al.,
2013). A citologia ¢ um método de diagnostico pouco invasivo, rapido, preciso e de baixo custo
e, por norma, suficiente para a obtencdo de um diagndstico final de linfoma. A precisdo e
sensibilidade deste método podem ser aumentadas com realizagdo de citometria de fluxo

(Comazzi & Gelain, 2011).

Figura 6. Imagem citoldgica de PAAF de linfonodo de um c@o com linfoma multicéntrico (Figura gentilmente cedida pelo
HVR).

Mesmo que tenha sido obtido um diagnoéstico citologico de linfoma, ndo se devera
desconsiderar a avaliacdo histologica dos tecidos afetados. Esta permite a avaliagdo estrutural
da arquitetura dos tecidos, a qual ¢ especialmente importante no diagnostico de linfoma de

células pequenas de baixo grau e linfoma marginal (Valli et al., 2006, Stefanello et a/, 2011).
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Para a obtencdo de uma amostra adequada para envio para histopatologia, devera ser removido
todo o linfonodo, incluindo a cépsula, e depois armazenado num recipiente com formol. No
caso de se tratar de um linfoma extra-nodal, devera realizar-se biopsia dos tecidos afetados

(Vail et al., 2013).

2.3.2.3.1 Imunofenotipagem

A imunofenotipagem ¢ essencial para a obtencdo de um diagndstico e classificagdo
corretos. Diferentes técnicas, nomeadamente imunocitoquimica, imunohistoquimica (IMH) e
CF podem fornecer informagdes relativamente ao imunofendtipo, sendo a técnica de IMH
considerada o gold standard (Thalheim et al., 2013; Vail et al., 2013; Vail, 2017). O conjunto
das técnicas utilizadas permitem nao sé saber o imunofendtipo, mas também o tamanho celular,
taxa de proliferacdo do tumor e sub-tipo (baixo grau/indolente, grau intermédio ou alto grau)
(Vail et al., 2013; Vail, 2017).

A identificacdo do imunofenétipo permite determinar qual o tipo de células que
constituem o tumor (linfocitos B, T, ou ndo B e ndo T) através da expressdo de moléculas
especificas para cada tipo de linfocito, por exemplo CD79a, CD20 e CD21 para linfocitos B, e
CD3, CD4 e CDS8 para linfocitos T (Wilkerson et al., 2005; Marconato et al., 2012).

A CF ¢ uma técnica que permite a medicdo e caracterizagdo de propriedades fisico-
quimicas das células num fluxo. A utiliza¢do desta técnica apresenta determinadas vantagens,
nomeadamente a necessidade de uma pequena quantidade de amostra, medigdo simultanea de
diversos parametros, capacidade de avaliar diversos antigénios numa Unica célula e detecdo de
células T raras e fenotipicamente aberrantes. Este método permite detetar e subclassificar
neoplasias linfoides através da identificagdo de caracteristicas imunofenotipicas especificas do
tumor por perfis de expressao atipica e de antigénios (Demurtas ef al., 2010; Seelig et al., 2016).
Outra vantagem desta técnica ¢ que pode ser realizada a partir de amostras de PAFF de
linfonodos, ndo sendo necessaria a realizagdo de biopsia (Avery et al., 2013).
2.3.2.3.2 Técnicas de laboratdrio avangadas

A realizacdo de clonalidade, PARR (do inglés “Polimerase Chain Reaction for antigen
receptor gene rearrangements’), ¢ util quando nao ¢ possivel, através dos métodos de CF ou
IMH, determinar se uma populagdo linfoproliferativa é benigna ou maligna (Wang & Raffeld,
2019). E possivel realizar esta técnica através de amostras sanguineas, PAAF de medula dssea,
de linfonodos ou de outras estruturas, e efusdes (Waugh et al., 2016).

Segundo Vail et al. (2013), a clonalidade define-se como um marcador de

malignidade, ou seja, segundo o autor uma populag¢do celular maligna serd proveniente do
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crescimento de um unico clone, com caracteristicas celulares malignas, composto uma regido
especifica de acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés “Deoxyribonucleic acid”) para o
tumor em questdo. A técnica de PARR permite detetar, aproximadamente, 1:100 células
neoplésicas (Avery et al., 2013). No entanto, a sensibilidade e especificidade da mesma podera
variar conforme o laboratdrio e verificou-se que, 5% dos resultados obtidos através deste
método poderdo ser falso-positivos ou falso-negativos. Assim, ¢ importante salientar que a
obtencdo de um diagndstico final deverd ser fundamentada em todos os exames
complementares executados e ndo apenas num s6 (Vail, 2017).

A realizacdo de reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés “Polimerase Chain
Reaction”) em tempo real pode ser também interessante. A realizagcdo desta técnica podera ser
uma importante ferramenta na avaliacdo da taxa de resposta ao tratamento em animais a realizar
quimioterapia, uma vez que poderd determinar o nimero de células tumorais numa amostra
sanguinea (Avery et al., 2013). Um estudo realizado por Yamazaki et al. (2008) com o intuito
de avaliar a doenga residual minima (MRD, do inglés “Minimal residual disease”’) demonstrou
que, os 7 canideos em estudo que atingiram remissdo completa (RC) com a realizagdo de

quimioterapia, apresentavam pelo menos 1: 10 000 células tumorais no sangue periférico.

2.4. Tratamento

A escolha da melhor abordagem terapéutica de um cdo com linfoma estd dependente
do estadio e sub-estadio, tipo histolégico do tumor, condicao fisica do animal e disponibilidade
financeira dos tutores. (Vail et al., 2013). Uma vez que o linfoma ¢ considerado uma doenca
sistémica, a implementacdo de uma terapéutica sistémica sera a melhor abordagem para atingir
taxas de remissdo e sobrevivéncia satisfatorias. Sem a realizacdo de tratamento, a esperanca
média de vida de um cdo com linfoma sera cerca de 4 a 6 semanas (Vail, 2017). A abordagem
cirurgica podera ser também indicada em alguns casos, nomeadamente nos casos de linfoma de
estadio 1 nodais ou extra-nodais (Vail et al/, 2013). Na tabela 6 encontram-se esclarecidas as
possiveis respostas do animal ao tratamento.

Independente do protocolo quimioterapico eleito, uma vez que a maioria dos
citostaticos t€ém como principal efeito secunddrio a indu¢do de mielossupressao, devera ser
realizado um hemograma completo antes de cada sessdo. Para que o animal esteja apto a receber
o tratamento, recomenda-se um minimo de 1500 neutréfilos/ulL e 50,000 plaquetas/uL. Estes

valores poderdo variar conforme o autor (Vail et al, 2013).
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Tabela 6. Descrigao das diferentes respostas ao tratamento. (Adaptado de Vail, 2017).

Resposta ao tratamento Definicdo

Remissao completa (RC) 100% de redugao das alteragdes detetadas inicialmente

Remissao parcial (RP) >50% e <100% de redugdo das alteragdes detetadas inicialmente.
Doenga estavel <50% de redugado ou sem redugdo ¢ sem lesdes novas.
Doenga progressiva >25% de aumento das alteragdes iniciais ou novos focos neoplasicos.

2.4.1. Tratamento de linfoma nodal/multicéntrico

No caso do linfoma, a implementagdo de um protocolo de quimioterapia tem como
principais fungdes a inducdo de remissdo por um periodo de tempo razoavel (> 6 meses),
reinducdo de remissdo nos casos de reincidéncia do tumor e, por fim, utilizagdo de protocolos
de resgaste quando a primeira induc¢do ou a reindugdo nao apresentaram os efeitos desejaveis
(Vail et al., 2013).

O protocolo quimioterapico constituido por ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina
e prednisona (CHOP, do inglés “Cyclophosphamide, Hydroxydaunorubicin, Oncovin,
Prednisone”), é considerado o gold standard no tratamento de linfoma canino (Harding et al.,
2018). Um estudo realizado por Carter et al. (1987) indica que a implementagao deste protocolo
em cdes com linfoma multicéntrico de grau intermédio a alto apresenta uma taxa de resposta de
85 a 95% e esperanca mediana de vida de 10 a 12 meses. O protocolo CHOP tem a duracdo de
19 semanas, assumindo que o animal se encontre em remissdo completa, e encontra-se descrito
na tabela 7 (Vail et al, 2013).

Existem iniimeras adaptacdes do protocolo CHOP, nomeadamente a inclusdo de L-
Asparginase (L-CHOP), a qual podera ser administrada no inicio ou ao longo do protocolo (Vail
et al., 2013; Lautscham et al., 2017). Todavia, estudos realizados indicam que a inclusdo deste
farmaco no protocolo ndo terd beneficios na taxa de remissao ou tempo de remissao (Valerius
et al., 1997; Piek et al., 1999; Jeffreys et al, 2005; MacDonald et al., 2005). Por outro lado, um
estudo realizado por Marquardt et al. (2019) indica que a substituicdo de doxorrubicina por
mitoxantrona neste protocolo apresenta os mesmos efeitos que o CHOP convencional,
apresentando uma taxa de resposta de 97.4% e esperanca mediana de vida de 234 dias (7 a 8

meses).
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Tabela 7. Descrigdo protocolo CHOP (Adaptado de Vail et al., 2013).

Semana | Farmaco ‘ Dosagem ‘ Via de
Administragao
1 Vincristina 0.7 mg/m? v
Prednisona 2 mg/Kg sid PO
2 Ciclofosfamida* 250 mg/m’ v
Prednisona 1.5mg/Kgsid PO
3 Vincristina 0.7 mg/m? v
Prednisona 1 mg/Kg sid PO
4 Doxorrubicina** 30 mg/m? v
Prednisona 0.5 mg/Kgsid @ PO
5 (Pausa)
6 Vincristina 0.7 mg/m? v
7 Ciclofosfamida* 250 mg/m’ Y
8 Vincristina 0.7 mg/m? v
9 Doxorrubicina** 30 mg/m? v
10 (Pausa)
11 Vincristina 0.7 mg/m’ v
12 Ciclofosfamida* 250 mg/m? v
13 Vincristina 0.7 mg/m? v
14 Doxorrubicina** 30 mg/m? v
15 (Pausa)
16 Vincristina 0.7 mg/m? v
17 Ciclofosfamida* 250 mg/m? v
18 Vincristina 0.7 mg/m? v
19 Doxorrubicina** 30 mg/m? v

*Devera administrar-se em conjunto com Furosemida 1 mg/Kg IV

**Em caes <15Kg a dose devera ser reduzida para 1 mg/Kg

Nos casos em que o protocolo CHOP nao ¢ uma opgao viavel, por questdes financeiras
ou logisticas dos tutores, o protocolo com doxorrubicina ¢ também uma hipotese uma vez que
¢ menos dispendioso e implica menos visitas hospitalares. Este protocolo consiste na
administra¢do intravenosa (IV) de doxorrubicina na dose de 30 mg/m? a cada 3 semanas para
um total de 5 tratamentos, apresentando uma taxa de resposta de 50 a 75% e esperanga mediana
de vida de 6 a 8 meses (Postorino et al., 1989; Valerius et al., 1997; Valil et al., 2013; Vail,
2017). Os efeitos secundarios da doxorrubicina incluem mielossupressdo, distirbios
gastrointestinais e cardiotoxicidade. Devido aos seus efeitos irreversiveis, a cardiotoxicidade ¢
o efeito adverso mais preocupante, sendo um fator de risco em animais com doenga cardiaca

pré-existente (Doroshow, 2011). As manifestagdes clinicas de cardiotoxicidade incluem
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arritmias e diminuicdo da funcdo sistolica, resultando em cardiomiopatia dilatada (CMD)
(Mauldin et al., 1992; Doroshow, 2011; Hallman et al., 2019).

No caso de os tutores estarem reticentes quando a utilizacdo de quimioterapia 1V,
existe também a opg¢do de administracdo da mesma sob a forma oral. Os protocolos disponiveis
sd0 o protocolo de lomustina na dose de 70 mg/m? administrado PO (via oral, do latim “per
0s”) a cada 3 semanas num total de 5 tratamentos ou ciclofosfamida na dose de 250-300 mg/m?
por via oral a cada 2 a 3 semanas (Vail et al., 2013; Vail, 2017).

A prednisona ¢ um medicamento corticosterdide incluido, por norma, nos protocolos
de quimioterapia, tanto injetaveis como orais, para tratamento de linfoma (Vail ef al., 2013).
Apesar de ndo completamente esclarecido, acredita-se que este composto induza apoptose das
células hematopoiéticas tumorais (Greenstein et al., 2002). Caso os tutores estejam hesitantes
quanto a administragdo de citostaticos ou nao possuam as condigdes financeiras necessarias, a
administracdo de prednisona ¢ uma boa opg¢ao. Esta serd administrada na dose de 2 mg/kg por
dia PO. Contudo, ¢ necessario salientar que a elei¢ao deste protocolo resultara em periodos de
remissdo curtos, nomeadamente 1 a 2 meses, € que caso os tutores decidam mais tarde optar
por um protocolo quimioterapico, a taxa de remissdo e esperanca mediana de vida serdo
menores pelo desenvolvimento de resisténcia a quimioterapia (Khanna et al., 1998; Browder et
al., 2000; Marconato et al., 2011; Vail et al., 2013).

As opgdes terapéuticas apresentadas sao adequadas para o tratamento de linfoma de
células B de grau intermédio ou alto. Os linfomas de baixo grau ou indolentes sdo menos
frequentes e como tal existem poucos esclarecimentos quanto a melhor terapéutica a instituir
(Valli et al., 2011; O’Brien et al., 2013). Na presenca de sinais clinicos, recomenda-se
tratamento com clorambucilo a cada 2 semanas na dose 20 mg/m? PO, ou ciclofosfamida a cada
2 a 3 semanas na dose 250 mg/m?, juntamente com prednisona. Nos canideos com linfoma
indolente confinado a um unico ganglio ou ao bago, a cirurgia sem outro tratamento adjuvante
¢ a op¢do mais indicada (Vail, 2017)

O linfoma de células T pode ser também categorizado como indolente ou de alto grau
(Elliott & Baines, 2019). O linfoma indolente de células T apresenta um melhor prognostico e
ou nado necessita de tratamento ou pode ser tratado com o protocolo de clorambucilo (Valli et
al., 2013; Zandvliet, 2016). Por outro lado, devido ao seu comportamento agressivo, o
tratamento de linfoma de células T de alto grau requer terapéutica sistémica. Apesar de o
protocolo CHOP ser o mais utilizado, ndo existe ainda um consenso quanto ao protocolo mais

adequado para este imunofenotipo. Estudos realizados demonstram que os resultados obtidos
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pela implementacdo do protocolo CHOP no tratamento deste tipo de linfoma ndo sdo os
mesmos que os obtidos quando se trata de um linfoma de células B (Brodsky et al., 2009;
Goodman et al.,2016; Moore, 2016; Brown et al., 2017). Um estudo realizado por Elliott &
Baines (2019), demonstrou melhores resultados aquando da substitui¢cdo de ciclofosfamida por
lomustina no protocolo CHOP. Também um estudo realizado por Beaver et al. (2010) verificou
menor taxa de resposta a doxorrubicina nos canideos com linfoma de células T quando

comparados com linfoma de células B.

2.4.2 Protocolos de Resgate

Tal como descrito anteriormente, a elei¢ao de protocolos completos, como ¢ o caso do
protocolo CHOP ou L-CHOP, permite atingir taxas de RC em cerca 65-97% dos casos.
Contudo, a reincidéncia de linfoma ¢ frequente, mesmo em animais que atingiram RC, a qual
perdura por um periodo de 140 a 385 dias (Stone et al., 1991; Myers et al., 1997; MacDonald
et al., 2005).

Os protocolos de resgate sdo utilizados com o intuito de estabelecer remissdo em
animais que ndo responderam a primeira linha de tratamento ou em animais que recidivaram
com o protocolo adotado. Por norma, estes protocolos ndo sao tdo efetivos como os descritos
anteriormente, apresentando taxas de resposta de 7 a 72% por um periodo de 1 a 5 meses
(Baskin et al., 2000; Rassnick et al., 2002; Alvarez et al., 2006).

O protocolo constituido por mecloretamina, vincristina, procarbazina e prednisona.
(MOPP, do inglés “Mustargen, Oncovin, Procarbazine, Prednisone”) ¢ um dos protocolos
disponiveis e um estudo retrospetivo realizado por Rassnick et al. (2002) em 117 caes,
demonstrou que 31% dos caes atingiu RC por um periodo médio de 63 dias e 34% dos caes
remissdo parcial (RP) por um periodo médio de 47 dias. A procarbazina, um dos farmacos
utilizados neste protocolo, ¢ extremamente dispendiosa, constituindo um obstaculo na
utilizagdo deste protocolo. O melfalano é um farmaco de facil administracdo, bem tolerado
pelos animais, menos dispendioso e semelhante a procarbazina, podendo assim ser utilizado
como substituicdo da mesma (Furner et al., 1977; Mastromauro et al., 2017). O protocolo
composto por mecloretamina, vincristina, melfalano e prednisona (MOMP, do inglés
“Mustargen, Oncovin, Melphalan, Prednisone”) tem a duragdo de 28 dias e encontra-se
descrito na tabela 8. Um estudo realizado por Back et al. (2015) demonstrou uma taxa de

resposta de 51.1% por um periodo de 56 dias aquando da eleicao do protocolo MOMP.
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Tabela 8. Descrigdo protocolo MOMP para tratamento de recidiva de linfoma (Adaptado de Back et al., 2015).

Farmaco Via Administracao
Mecloretamina 3 mg/m’ v 0,7
Vincristina 0.75 mg/m* IV 0,7
Melfalano 1.5 mg/m? PO 0-13
Prednisona 30 mg/m? PO 0-13

Mastromauro et al. (2017) realizaram um estudo acerca da eficacia do melfalano oral
utilizado como agente Unico no tratamento de recidiva de linfoma. Contudo, os autores
verificaram uma taxa de resposta baixa (15.8%), sem nenhum animal ter atingido RC.

O protocolo formado por dexametasona, melfalano, actinomicina D e citarabina
arabinosideo (DMAC) ¢ também outra op¢ao disponivel apresentando uma taxa de resposta de
cerca de 72% por um periodo de 61 dias (Alvarez et al., 2006).

O Tanovea® (rabacfosadina) ¢ um farmaco aprovado pelo departamento que
regulariza a industria alimentar e farmacéutica dos Estados Unidos (US FDA, do inglés “U. S.
Food and Drug Administration”), ndo disponivel na Unido Europeia, eficaz no tratamento de
linfoma em caes, tanto de células B como T, e de recidiva de linfoma de células B (De Clercq,
2018). Um estudo realizado por Saba et al. (2018) demonstrou que este fairmaco, quando
utilizado na dose de 0.82 - 1 mg/Kg IV a cada 21 dias num total de 5 tratamentos, permite obter
uma taxa de resposta de 74% por um periodo de 203 dias. Neste estudo, 45% dos caes atingiram
RC. Os efeitos secundarios deste firmaco incluem, por ordem decrescente, dermatopatia,
neutropenia, sinais gastrointestinais e fibrose pulmonar (Vail et al., 2009; Thamm ef al., 2014).

Para além dos protocolos mencionados, existem ainda outros disponiveis (Vail et al.,
2013).

Os efeitos adversos mais comuns, relativos a administragdo de quimioterapia segundo
o consenso do grupo de oncologia cooperativa (VCOG-CTCAE, do inglés “Veterinary
cooperative oncology group — common terminology criteria for adverse events”), encontram-

se descritos na tabela 9.
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Tabela 9. Descrigao efeitos secundarios a administragao de quimioterapia segundo VCOG-CTCAE (Adaptado de Veterinay cooperative oncology group [VCOG], 2016)

Efeito adverso

Graul

Grau II

Grau III

Grau IV

Anorexia Apetite diminuido. Apetite diminuido <3 dias. | >3 dias duracdo, perda de = >5 dias duragdo
peso (>10%)
Tratamento Necessidade de alteragcdo | Estimulante de apetite. Fluidoterapia IV. | Alimentagdo  parenteral
da dieta para manter Alimentagao forcada. necessaria.
apetite.
Voémito <3 episodios em 24 | 3-10 episodios em 24h. Multiplos episodios >48h. | Risco de vida.
Alteracoes horas (h).
gastro- Tratamento Tratamento nao | Fluidoterapia SC ou IV. Fluidoterapia IV. Cuidados intensivos.
intestinais L
necessario.
Diarreia Aumento de 2 episodios | Aumento de 3-6 episddios | Aumento de >6 episddios | Risco de vida
de defecacao do valor | de defecacdo do wvalor | de defecagao do valor
normal. normal. normal.
Tratamento Tratamento ndo | Medicagdo necessaria; | Fuidoterapia IV, | Cuidados intensivos
necessario. Fluidoterapia IV ou SC hospitalizagao.
i Neutropénia 1500 a <2900 WL 1000-1499 p/L 500-999 w/L <500w/L
::lrj::: Trombocitopénia | 100 000 a 200 000 wL. | 50 000 a 99 000 WL 25000 a 49 000 wL <25 000 WL
u

Grau 'V

Morte
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2.4.3 Tratamento de linfoma extra-nodal

A escolha do tratamento mais adequado de linfoma extra-nodal estd dependente da sua
localizagdo, sendo assim importante a realizacdo de um estadiamento completo. Nos casos em
que o tumor estd localizado numa Unica regido ou 6rgdo, a realizagdo de terapia local,
especificamente cirurgia e radioterapia, ¢ a mais indicada. Por outro lado, caso se verifique
multiplos focos de doenca ou impossibilidade de terapia local, podera optar-se por terapia
sistémica, utilizando os protocolos previamente descritos (Vail ef al., 2013; Vail, 2017).
2.4.4 Radioterapia

A radioterapia podera ser vantajosa no tratamento de linfoma em determinados casos,
principalmente no tratamento de animais em estadio I e no tratamento paliativo local, no caso
de linfoma retal e linfoma mediastinico. No entanto, devido ao seu elevado custo e
acessibilidade limitada, ndo €, por norma, um meio de tratamento regularmente utilizado

(Meleo, 1997; Vail et al., 2013).

Figura 7. Realizacdo de radioterapia como tratamento de linfoma mediastinico (Fotografia gentilmente cedida pelo
departamento de oncologia da UTCVM)

2.5. Prognostico

Entendem-se por fatores de progndstico, dados que poderao ser utilizados para prever
como ¢ que um determinado animal com linfoma ir4 evoluir ao longo do tratamento. Os fatores
mais importantes de prognostico sdo o sub-estadio clinico (“a” ou “b” segundo WHO),
imunofendtipo (B vs. T), envolvimento mediastinico, hipercalcémia, resposta ao tratamento e
pré-tratamento com prednisona (Vail et al., 2013). Os fatores de prognostico de linfoma canino

estdo descritos na tabela 10.
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Tabela 10. Fatores de progndstico de linfoma canino (Adaptado de Vail, 2017).

Fatores relevantes Notas

Sub-estadio WHO Sub-estadio “b” associado com menor tempo de
sobrevivéncia.
Histopatologia Alto grau/intermédio associados a maior taxa de resposta,

mas menor sobrevivéncia. Linfoma indolentes relacionados

com maior tempo de sobrevivéncia.

Imunofenoétipo/Caracteristicas Linfoma de células T associado a menor sobrevivéncia.

CF

Anemia Indicador de prognoéstico negativo

Pré-tratamento com esteroides Aumenta resisténcia a quimioterapia.

Linfadenopatia mediastinica Indicador de prognoéstico negativo.

Localizagdo anatomica Linfoma cutaneo difuso, alimentar difuso e hepatoesplénico

associados a pior prognostico.

Fatores menos relevantes Notas

Estadio WHO Estadio I e II mais favoraveis.
Sexo Alguns estudos indicam que as fémeas terdo melhor
prognostico.

A presente dissertagdo pretendeu contribuir para o estudo do linfoma canino, bem
como averiguar se a leishmaniose canina estaria diretamente implicada na patogénese e
desenvolvimento de lesdes malignas. Esta descrito na literatura que a inflamagao cronica podera
ser um promotor da carcinogénese (Kopterides et al., 2007). Assim colocou-se a hipdtese de
que a estimulacdo antigénica cronica e a imunossupressdo, caracteristicas da leishmaniose,
poderiam ter influéncia no desenvolvimento de neoplasias, nomeadamente, linfoma (Manzillo
et al.,2008).

Pretendeu-se realizar um estudo retrospetivo, com o intuito de complementar a
caracterizagdo do linfoma canino, num hospital veterinario e laboratério de referéncia, no
periodo de janeiro de 2017 a janeiro de 2019 (2 anos), bem como averiguar a possivel interagao

com leishmaniose.
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Mais especificamente, os objetivos deste estudo consistiram em:
— Analisar as variaveis género, raga, idade, localizacdo anatdomica e imunofenotipo e estudar
a sua relagao.
— Auvaliar os protocolos de tratamento de linfoma mais utilizados e relacionar com o tempo de
sobrevivéncia do animal.

— Averiguar uma possivel relacdo entre a infe¢ao por Leishmania infantum e linfoma.
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Material e Métodos

Os dados recolhidos para a realizagdo deste estudo foram obtidos através das fichas
clinicas dos animais do HVR, com a utilizacdo de um sistema de base de dados denominado
QVet®, e através da andlise da base de dados do laboratorio DNAtech, com a utilizagdo do
sistema eDEIA®. O diagnostico de linfoma foi realizado através de citologia e/ou
histopatologia e a determina¢do do imunofenotipo através de imunohistoquimica. Os testes de
diagnéstico de leishmaniose realizados foram testes seroldgicos, nomeadamente teste rapido
e/ou teste de imunoabsor¢dao enzimatica (ELISA, do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay).

1. Ciritérios de inclusido

Para a realizagdo do presente estudo, foram analisadas as bases de dados de 2
institui¢des de referéncia diferentes, nomeadamente, HVR e laboratorio DNAtech. Através da
base de dados, foram selecionados todos os canideos com diagndstico de linfoma, obtido
através de métodos complementares de diagnodstico, nomeadamente, citologia e histopatologia,
durante o periodo de Janeiro de 2017 a Janeiro de 2019 (2 anos).

2. Amostra em estudo
A amostra inicial do presente estudo era constituida por 145 canideos. Destes foram

excluidos 6 por ndo apresentarem informacao relativa a idade.

Ambas as amostras contemplaram canideos de vérias idades, de ambos os géneros e
de todas as ragas. A informacao relativa aos parametros em estudo foi obtida através das fichas
clinicas dos animais.

3. Critérios exclusio

No presente estudo, ndo foram incluidos os canideos que ndo apresentavam

informacao relativa a idade, raga ou sexo.
4. Analise estatistica

Ap0s a recolha dos dados necessarios a realizagdo do presente estudo, os mesmos
foram organizados de forma a criar uma base de dados no programa Microsoft Office Excel ®
versdao 2016. Foram utilizados métodos de estatistica descritiva para a apresentacdo das
variaveis em estudo em tabelas e graficos.

Com o intuito de avaliar a relacdo entre o género e imunofendtipo, e raga e
imunofendtipo utilizou-se o programa SPSS ®. Para o estudo da relagdo entre o género e o
imunofendtipo, e raga e imunofendtipo, recorreu-se ao teste exato de Fisher. Considerou-se

como valor estatisticamente significativo p < 0,05.
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Nas variaveis numéricas, a média foi apresentada com o respetivo desvio padrao (DP),
como média + DP. Foram calculadas as médias de idade para cada grupo da amostra, e para o

periodo médio de sobrevivéncia.
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Resultados

1.1 Caracteriza¢ao da amostra em estudo

O grupo estudado compreende 139 canideos, dos quais 64 sdo fémeas (46%) e 75 sdo
machos (54%), com idades compreendidas entre os 4 meses e os 16 anos no momento do
diagnéstico. Verificou-se uma média de idade de 8,7 £ 3,2 anos e uma mediana de 9 anos. A

frequéncia absoluta das idades encontra-se representada no grafico 3.

18
16

14

1

1
H B B B I I IIII
3 4 5 6 7 8 9 10 11 16

03309 1 2 12 13 14 15

\]

Frequéncia absoluta
(=]

S N b N

Idade (anos)
Grifico 3. Caracterizagdo da amostra segundo a variavel “idade”.

A populagdo canina do presente estudo ¢ maioritariamente representada por canideos
sem racga definida, sendo as ragas mais frequentes labrador, golden retriver, pastor alemao e
pitbull. As restantes racas incluidas no presente estudo encontram-se representadas na tabela

11.
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Tabela 11. Descri¢ao da populagio segundo a raga (n=139).

Rag¢a Frequéncia Rag¢a  Frequéncia
absoluta absoluta
SRD 48 West Highland 1
Terrier
Labrador 12 Cio de Agua 1
Portugués
Golden Retriver 10 Teckel 1
Pastor Alemao 9 Terra Nova 1
Pitbull 8 Bichon Maltés 1
Rafeiro 5 Boerboel 1
Alentejano
Cocker 4 Jack Russel 1
Caniche 3 Chihuahua 1
Bulldog Franceés 3 Perdigueiro 1
Epagneul Breton 3 Fox Terrier 1
Yorkshire 3 Pug 1
Basset Hound 3 Bull Mastiff 1
Serra da Estrela 2 Rottweiler 1
Dogue Alemao 2 Sharpei 1
Boxer 2 Schnauzer 1
Bull terrier 2 Pastor Belga 1
Beagle 2 Doberman 1
Podengo 1

A distribuicao geografica da populagdo canina em estudo encontra-se representada no

grafico 4. Verificou-se uma maior prevaléncia no distrito de Lisboa e menor nos distritos de

Portalegre e Castelo Branco. Apesar de nao representados no grafico 4, também se verificaram

casos nos arquipélagos da Madeira (n=1) e Acores (n=2).
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Grifico 4. Representagdo geografica da populagdo em estudo.
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1.2 Caraterizacao do linfoma da amostra em estudo

Relativamente a caracterizagdo da amostra segundo a localiza¢do anatomica do tumor,
dos 139 canideos em estudo, 99 apresentavam linfoma multicéntrico, 14 localizagdo nodal, 12
cutanea, 9 alimentar, 4 extra-nodal e 1 mediastinica. A frequéncia relativa do pardmetro em

estudo encontra-se representado no grafico 5.

1%

= multicéntrico
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= cutdneo
> extra-nodal
= nodal

= mediastinico

Grifico 5. Representagdo da populagdo segundo a variavel "localizagdo anatomica".

Em relacdo ao imunofenotipo, 69% dos canideos em estudo ndo apresentavam exames
complementares de diagnodstico para determinagdo do imunofendtipo. No grafico 6 esta
representada a populacdo que possuia informacgdes relativamente a este pardmetro,
nomeadamente, linfoma de células B ou de células T. Dos canideos em estudo, nao se verificou

nenhum caso de linfoma de células ndo B e ndo T.
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Grifico 6. Caracterizacdo da populagdo segundo a variavel “Imunofenotipo”.
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Na tabela 12, encontra-se representada a populagdo segundo a raga, faixa etdria e

localizag@o anatomica do linfoma, de acordo com o género e imunofendtipo.

Tabela 12. Caracterizagdo do linfoma da amostra populacional.

Imunofenétipo
B T

Total M F Total M F M F
Racas mais comuns
SRD 48 27 21 14 9 5 1 0
Labrador retriver 12 7 5 2 0 2 0 0
Golden retriver 10 7 3 6 3 2 0 1
Pastor Alemao 9 5 4 3 3 0 0 0
Pitbull 8 4 4 3 3 0 0 0
Localizacao
anatémica
Multicéntrica 99 55 44 35 21 11 2 1
Nodal 14 6 8 4 3 0 0 1
Alimentar 9 5 4 3 1 1 0 1
Cutéanea 12 7 5 2 0 0 1 1
Mediastinica 1 1 0 0 0 0 0 0
Outras extra-nodais 4 2 2 0 0 0 0 0
Idade
0-4 16 11 5
5-9 65 31 34
10-14 54 31 23
>14 4 2 2

Pretendeu-se estabelecer uma relagdo entre o género do animal e imunofendtipo, ndo
se tendo verificado uma relacdo estatisticamente significativa entre as duas variaveis (p=0,236).
Pretendeu-se também avaliar a relagdo entre a raca do animal e imunofendtipo. Nao se verificou
uma relagdo estatisticamente associativa entre as duas varidveis (p=0,759). Ambos os valores

foram obtidos através da realizag¢ao do teste exato de Fisher.
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1.3 Tratamento implementado

Relativamente ao esquema terapéutico eleito, apenas foram considerados os animais
observados no HVR (n=43). Desta amostra, 15 dos canideos foram excluidos por ndo terem
realizado nenhum tipo de tratamento. O mesmo ndo foi realizado por fatores inerentes ao animal
nomeadamente fraca condicdo corporal e/ou distirbios gastrointestinais, ou por op¢ao dos
tutores, por questdes financeiras ou pela opgao da eutandsia apds o diagnostico de linfoma. Da
amostra em estudo (n=28), verificou-se que o tratamento mais escolhido pelos médicos da area
de oncologia deste CAMYV foi o protocolo CHOP, tendo sido administrado a 22 animais. Da
amostra em estudo, 2 animais receberam quimioterapia oral, 1 com clorambucilo e outro com
ciclofosfamida, por apresentarem linfoma folicular de células B. Os restantes tratamentos

implementados encontram-se descritos no grafico 7.

4%

7%
= CHOP

= Quimioterapia oral
Doxorrubicina
Corticoterapia

= COP

Grifico 7. Caracterizagdo da amostra segundo o parametro “tratamento implementado”.

1.4 Tempo médio de sobrevida

Relativamente a sobrevida, foram apenas analisados os animais observados no HVR.
Reconheceu-se como analise da sobrevida o periodo de tempo desde o diagnostico de linfoma
até¢ a morte do animal. Da amostra em estudo, 3 canideos ndo apresentavam informagdes por
perda de acompanhamento.

O tempo de sobrevida de acordo com o imunofendtipo B ou T encontra-se
representado no grafico 8. Foram apenas considerados os animais observados no HVR com
informacdo relativa ao imunofenotipo (n=11). Para esta andlise apenas se teve em conta o
imunofendtipo, sem considerar o tipo de linfoma ou o tratamento implementado. Dos canideos
em estudo, verificou-se um periodo médio de sobrevivéncia de 9,1 + 6,4 meses para os canideos
com linfoma de células B (n=9) e de 4,5 + 3,5 meses para os de células T (n=2). No entanto

ndo se verificou uma diferenca estatisticamente significativa entre as duas variaveis (p=0,272).
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Survival Functions
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Grifico 8. Grafico de sobrevida de Kaplan-Meier da amostra em estudo segundo o imunofendtipo B ou T.

Pretendeu-se também avaliar a sobrevida tendo em conta a terapéutica instituida. Para
tal consideraram-se os animais observados no HVR que realizaram um dos tipos de tratamento
disponiveis (n=28). Considerou-se o periodo de tempo entre o inicio do tratamento e a morte
do animal. A andlise da sobrevida conforme o tipo de terapéutica instituida encontra-se
representada no grafico 9. Para a realizacdo desta andlise apenas foi tido em conta o tratamento
instituido, sem se considerar a localiza¢do anatomica, tipo ou imunofendtipo.

O protocolo CHOP foi o mais utilizado tendo os animais que receberam o mesmo
atingido um periodo médio de sobrevivéncia de 6,2 + 4,9 meses. Entre as diferentes variaveis

ndo se verificou uma diferenga estatisticamente significativa (p=0,808).

Survival Functions
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Grifico 9. Grafico de sobrevida de Kaplan-Meier da amostra em estudo segundo o tratamento implementado.
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1.5 Interacio com Leishmaniose

Pretendeu-se averiguar a relacdo entre linfoma e leishmaniose. Para tal, da amostra
inicial averiguou-se se os canideos possuiam testes de diagnostico para leishmaniose. Dos 139
canideos em estudo, 48 apresentavam dados relativamente a este parametro, sendo que 7
canideos ja tinham tido resultado positivo para leishmaniose e 41 resultado negativo. No grafico
10 encontra-se representada a frequéncia relativa dos animais que realizaram testes diagndsticos
para leishmaniose. Todos os canideos com resultado positivo para leishmaniose ja haviam sido

testados antes do diagnostico de linfoma.

Positivo

= Negativo

Grifico 10. Prevaléncia de leishmaniose na populagdo em estudo que realizou testes de diagnostico (n=48).

Os canideos com resultado positivo para leishmaniose encontram-se representados na
tabela 12. A amostra em estudo compreende 7 canideos, dos quais 4 sdo fémeas e 3 sdo machos,
com idade compreendida entre os 4 e 13 anos, sendo a média de idade de 9,4 + 3.2 anos.
Relativamente a distribuicdo geografica dos animais, verificou-se que 4 eram do distrito de

Lisboa, 2 de Setubal e 1 de Santarém.

Tabela 13. Caracterizacdo da amostra em estudo com resultado positivo para leishmaniose.

Individuo Idade (anos) Raga Sexo Localizacdo anatémica Imunofenétipo
1 13 SRD M Multicéntrico T
2 9 Golden Retriver M Multicéntrico -
3 10 Pastor Alemao F Multicéntrico -
4 9 SRD F Multicéntrico -
5 4 SRD M Multicéntrico B
6 11 Pastor Alemao F Multicéntrico -
7 9 SRD F Multicéntrico -

Legenda: F- fémea; M- macho; SRD- sem raga definida.
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Discussao

1.1 Caracteriza¢ao da amostra em estudo

A populacio incluida no presente estudo foi composta por 139 canideos, cujos exames
citologicos e/ou histologicos revelaram diagndstico de linfoma. Sendo que 12 foram obtidos
através de citologia e 127 por histologia.

Verificou-se que mais de metade da populag@o em estudo era constituida por canideos
do género masculino, demonstrando-se assim maior prevaléncia em machos do que em fémeas.
A influéncia do género no desenvolvimento de linfoma ¢ um assunto ainda algo controverso.
Em medicina humana estudos realizados demonstraram evidéncia de uma maior prevaléncia de
linfoma nao-Hodgkin’s em homens do que em mulheres. Em medicina veterinaria foi também
colocada esta hipdtese, todavia um estudo realizado por Dorn et al. (1970) ndo suportou a
mesma. Mais tarde, o trabalho de Villamil ef al. (2009), demonstrou uma maior prevaléncia de
linfoma em machos do que em fémeas, e maior prevaléncia em fémeas esterilizadas quando
comparadas com fémeas inteiras.

Assim, os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com o estudo
realizado por Villamil et al. (2009). Contudo, ndo foram obtidas informagdes relativas ao estado
fértil dos animais que compuseram a amostra nem relativa a populagdo total de machos e fémeas
dos CAMVs utilizados.

Relativamente a idade no momento do diagndstico, verificou-se uma média de idade
de 8,7 £ 3,2 anos e mediana de 9 anos, sendo que grande parte da amostra se encontrava entre
os 5 e os 11 anos. Os resultados obtidos estdo de acordo com estudos realizados por outros
autores. Valli et al. (2013) indicam maior prevaléncia de linfoma em canideos entre os 6 € 0s 9
anos de idade e um estudo realizado por Mortier et al. (2012) demonstrou que 80% dos canideos
com linfoma tinham idades entre os 5 e 11 anos.

Assim, os dados obtidos revelam uma populagdo adulta a sénior, demonstrando a
relacdo entre o aumento da idade e o aumento da suscetibilidade para o desenvolvimento de
neoplasias. Esta afirmacdo estd relacionada com a longa exposi¢do no tempo a agentes
carcinogénicos, facultada pelo envelhecimento. Também a diminuicdo das defesas anti-
tumorais ao longo da vida do animal, nomeadamente, diminuicdo da reparacdo de DNA e
alteracdo dos genes supressores de tumor, contribuem para este evento (Villalobos & Kaplan,

2018).
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Ap0s anadlise da amostra em estudo, verificou-se que a mesma era maioritariamente
constituida por cdes sem raga definida (SRD), ndo sendo assim possivel estabelecer uma
associacdo entre a raga e o desenvolvimento de linfoma. A seguir aos canideos SRD,
encontram-se por ordem decrescente, os da raga labrador, golden retriver e pastor alemdo. Na
literatura, encontram-se descritas como ragas com maior prevaléncia de linfoma o boxer, bull
mastiff, Sdo Bernardo e bulldogs (Priester & McKay,1980; Edward et al., 2003). A prevaléncia
de linfoma de acordo com a raga podera variar com a localizagdo geografica do animal, uma
vez que a frequéncia da raca e a exposicdo da mesma a determinados fatores podera variar
conforme a sua localizagdo (Pastor et al., 2009). Por exemplo, um estudo realizado por Pinello
et al. (2019) na regido do Porto, Portugal, verificou maior prevaléncia de linfoma em canideos
SRD, seguidos da raga labrador, boxer e rottweiler. Assim, a diferenca nos resultados obtidos
no presente estudo e por outros autores podera estar relacionada com a exposi¢ao a diferentes
fatores ambientais e/ou pela preferéncia de racas caninas de diferentes populagdes.

Com o intuito de averiguar se a distribuicdo geografica poderia ter influéncia no
desenvolvimento de linfoma, analisou-se a populagcdo em estudo de acordo com o distrito. A
andlise deste pardmetro demonstrou maior prevaléncia de linfoma no distrito de Lisboa,
representando estes canideos mais de metade da amostra. Todavia, o resultado obtido podera
ter sido influenciado pela localizagdo das instituicdes utilizadas para a obten¢do dos dados, uma
vez que ambas se localizam no distrito de Lisboa. Verificou-se que o segundo distrito com
maior prevaléncia foi o distrito de Settibal (13%), seguido do distrito de Faro (10%). No
entanto, ndo foi possivel comparar estes dados uma vez que nao foram encontrados estudos
relativos a prevaléncia de linfoma canino em Portugal. Existe apenas um estudo confinado a
regido do Porto onde se verificou maior prevaléncia na area metropolitana do Porto (Pinello ef

al., 2019).

1.2 Caraterizac¢ao do linfoma da amostra em estudo

Relativamente a classificagdo segundo a localizagdo anatdémica, verificou-se maior
prevaléncia da forma multicéntrica. Este resultado estd de acordo com o obtido por outros
autores, nomeadamente, Madewell & Thesen (1987) que demonstraram que a forma
multicéntrica representa cerca de 84% dos linfomas caninos. A seguir a forma multicéntrica e
por ordem decrescente, verificou-se a forma nodal, cutnea, alimentar, extra-nodal e, por fim,
mediastinica. Estes resultados ndo estdo de acordo com a bibliografia analisada, a qual indica,
por ordem decrescente e a seguir a forma multicéntrica, a forma alimentar, cutanea,

mediastinica e extra-nodal (Vail et al., 2013).
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No presente estudo, dos 9 animais que apresentavam linfoma alimentar, verificou-se
maior prevaléncia em machos. Ndo existe evidéncia em medicina veterindria de que esta
localizagdo de linfoma esteja associada a um determinado género. No entanto, um estudo
realizado por Jemal et al. (2004) em medicina humana, demonstrou que as neoplasias intestinais
sdo mais frequentes em pacientes do género masculino.

Relativamente a imunofenotipagem, uma grande percentagem da amostra em estudo
ndo possuia informagdes relativas ao imunofenotipo, fator importante na determinagdo do
prognostico e resposta ao tratamento. Deste modo, para a caraterizacdo da amostra
relativamente a este pardmetro, apenas foram incluidos os canideos que haviam realizado
exames complementares de diagnostico para a determinacdo do imunofenotipo. Tal como
esperado, verificou-se maior prevaléncia de linfoma de células B, representando grande parte
da amostra. Os resultados obtidos estdo de acordo com os adquiridos por Ponce et al. (2010),
que demonstraram uma maior prevaléncia de linfoma de células B, representando 64% da
amostra avaliada pelos autores.

O reduzido nimero de animais com informagdes relativas ao imunofendtipo podera
demonstrar a indisponibilidade financeira dos tutores com que o médico veterinario tem por
vezes de lidar, limitando a realizagdo de exames complementares de diagndstico.

Pretendeu-se também com o presente estudo, estabelecer uma relacdo entre a
localizagdo anatémica do tumor e o imunofendtipo. Para tal analisaram-se apenas os animais
que tinham informacao relativa a este parametro. Dos 35 canideos que apresentavam linfoma
multicéntrico, 32 eram de células B e apenas 3 de células T. Os resultados obtidos estdo de
acordo com a bibliografia analisada, a qual indica que o imunofenétipo B ¢ o mais comum,
representando aproximadamente 60 a 70% dos linfomas caninos (Ponce et al., 2010; Valli et
al., 2013). Verificou-se também que 75% dos linfomas nodais eram do tipo B.

O linfoma cutaneo esta fortemente associado ao imunofenotipo T, podendo ser
classificado com epiteliotropico ou nao epiteliotrépico (Moore et al., 2009; Vail, 2011;). Dos
12 canideos com linfoma cutineo, 4 foram classificados como epiteliotropicos, ndo tendo sido
os restantes classificados como epiteliotropicos ou ndo epiteliotropicos. Destes, apenas 2
apresentavam informagao relativa ao imunofenotipo, sendo ambos de células T.

Dos canideos com linfoma alimentar e informacdo relativa ao imunofendtipo,
verificou-se que 2 tinham linfoma do tipo B e 1 do tipo T. Inicialmente acreditava-se que este
linfoma tinha origem nas células B, contudo estudos realizados por varios autores vieram

demonstrar que a maioria dos linfomas alimentares caninos tém origem nos linfocitos T (Coyle
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& Steinberg, 2004; Ozaki et al., 2006; Vail et al., 2013). Os resultados obtidos ndo vao encontro
a bibliografia analisada. Todavia, estes poderiam ser diferentes caso todos os canideos com
linfoma alimentar apresentassem informacgao relativa ao imunofenotipo.

A maioria dos linfomas mediastinicos tém origem nas células T (Fournel-Fleury ef al.,
2002; Vail et al., 2013). No entanto, ndo foi possivel no presente estudo obter informagdes
relativamente ao imunofenotipo desta forma de linfoma.

Pretendeu-se também estabelecer uma relagdo entre o género do animal e
imunofendtipo. No entanto, ndo se verificou uma relagdo estatisticamente associativa no

presente estudo entre estas duas variaveis (p=0,236).

1.3 Tratamento implementado

Relativamente ao esquema terapéutico selecionado, apenas foram considerados os
animais observados no HVR que realizaram algum tipo de tratamento. Verificou-se que o
protocolo CHOP foi o mais utilizado tendo sido administrado a maioria dos caes em estudo. Os
resultados obtidos estdo de acordo com a bibliografia analisada, a qual classifica o protocolo
CHOP como o gold standard no tratamento de linfoma multicéntrico, sendo assim o mais
utilizado (Carter et al., 1987).

O segundo tratamento mais utilizado foi o protocolo com quimioterapia oral, tendo
sido administrado a 2 canideos que apresentavam linfoma folicular de baixo grau. Os resultados
obtidos vao de encontro a bibliografia analisada, a qual sugere a eleicdo de protocolos de

quimioterapia oral nos casos de linfoma indolente (Mailankody ef al., 2018).

1.4 Tempo médio de sobrevivéncia

Pretendeu-se com o presente estudo analisar o periodo de tempo compreendido entre
o diagnostico e a morte do animal, e o inicio do tratamento e morte do animal. Para tal, foram
analisados os animais observados no HVR.

Comparou-se o tempo médio de sobrevida entre os animais observados no HVR com
linfoma de células B e de células T. Dos canideos em estudo, verificou-se que os caes com
linfoma de células B viveram mais tempo do que os cdes com linfoma de células T. Assim,
demonstrou-se um menor periodo médio de sobrevida nos canideos com linfoma de células T.
Os resultados obtidos estdo de acordo com a bibliografia analisada, a qual indica o
imunofendtipo T como um fator de pior prognostico, estando o mesmo associado a menor
tempo de sobrevivéncia (Vail, 2017). No entanto, ¢ importante salientar que, para a realizagao

da presente analise, ndo foram considerados determinados fatores que poderdo influenciar a
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sobrevivéncia, nomeadamente, tipo de linfoma, localizacdo anatomica e o tratamento
implementado.

Pretendeu-se também averiguar a resposta ao tratamento dos canideos em estudo. Para
tal, foram analisados os animais observados no HVR que realizaram algum tipo de tratamento.
Considerou-se o periodo de tempo compreendido entre o inicio do tratamento e a morte do
animal. Tal como referido anteriormente, o protocolo CHOP foi o mais utilizado tendo os
animais que receberam o mesmo atingido um periodo médio de sobrevivéncia de 6,2 + 4,9
meses. Os valores obtidos sdo inferiores aos analisados pela literatura, a qual indica que os
animais que recebem este tratamento podem atingir tempos médios de sobrevivéncia de 10 a
12 meses (Carter et al., 1987; Harding et al., 2018).

O canideo que realizou o protocolo com apenas doxorrubicina, o qual havia sido
iniciado noutro CAMYV tendo sido posteriormente iniciado o protocolo CHOP, sobreviveu 19
meses. O mesmo ndo foi incluido na amostra anterior por ter realizado previamente o protocolo
com doxorrubicina. O resultado obtido ¢ superior a média atingida pelos animais que recebem
apenas doxorrubicina, sendo a mesma entre 6 ¢ 8§ meses, e pelos que recebem o protocolo
CHOP.

Dos canideos que receberam quimioterapia oral, por apresentarem linfoma folicular
de baixo grau, verificou-se um tempo médio de sobrevida de 5 + 4,2 meses. Espera-se que os
animais diagnosticados com linfoma indolente apresentem tempos médios de sobrevivéncia
superiores comparativamente aos linfomas de grau intermédio/alto (Valli et al., 2006). No
entanto, 0 mesmo nao se verificou no mesmo estudo, tendo estes animais apresentado valores
inferiores comparativamente aos canideos em estudo com linfoma de grau intermédio/alto.

Relativamente aos animais que receberam tratamento paliativo com prednisona, os
mesmos atingiram um tempo médio de sobrevida de 4,5 * 6,4 meses. Os resultados obtidos sao
superiores a média referida na bibliografia analisada, a qual indica que os animais que recebem
este tipo de tratamento apenas vivem 1 a 2 meses (Vail ef al., 2013). Assim, salienta-se a
vantagem da realiza¢do de prednisona quando os tutores ndo concordam com a realizagdo de
quimioterapia uma vez que sem a realiza¢do de nenhum tipo de tratamento, a esperanca média
de vida de um canideo com linfoma sera de 4 a 6 semanas (Vail, 2017).

E importante evidenciar que, para a analise de sobrevivéncia segundo o tratamento,
ndo se considerou o tipo de linfoma, a localizacdo anatomica nem o imunofenotipo,

circunstancia que podera ter influenciado os resultados.
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1.4 Interacio com leishmaniose

Um dos objetivos da presente dissertagdo foi averiguar a interagdo entre leishmaniose
e linfoma. Da popula¢do em estudo, verificou-se que apenas 48 aninais (35%) haviam sido
testados para esta enfermidade. Dos animais que haviam sido testados para leishmaniose, 7
eram positivos, obtendo-se assim uma prevaléncia de 15%. Da amostra em estudo, verificou-
se que 4 animais eram do distrito de Lisboa, 2 de Setibal e 1 de Santarém.

Num rastreio seroldgico realizado por Cortes et al. (2012), no qual foram avaliados
3974 canideos provenientes de 18 distritos de Portugal continental, verificou-se uma
prevaléncia de 6,31% de leishmaniose. Verificou-se que a prevaléncia obtida da comorbilidade
em estudo ¢ superior a prevaléncia nacional leishmaniose canina. Os resultados obtidos poderdo
sugerir uma possivel interagdo entre linfoma e leishmaniose. No entanto, sendo os distritos mais
afetados por ordem decrescente, segundo Cortes et al. (2012), Santarém, Coimbra e Settbal, e
uma vez que o presente estudo inclui animais destes distritos, a seroprevaléncia podera ser
superior por esta razao.

A pequena percentagem de animais testados podera dever-se a semelhanga dos sinais
clinicos entre a leishmaniose e o linfoma, sendo a linfadenomegélia o principal sinal clinico de
ambas. Também o longo periodo de incubagdo da leishmaniose, o qual pode ir de meses a anos,
poderd influenciar a pequena percentagem de animais testados. (Fisa ef al., 1999; Cardoso et
al., 2007). Além disso, caso o animal desenvolva linfoma durante o periodo de incubagdo e
uma vez feito o diagnostico de linfoma, € raro averiguaram-se outros diagnosticos diferenciais.

Dos canideos que apresentavam esta comorbilidade, verificou-se maior prevaléncia
em fémeas que em machos e maior prevaléncia em canideos sem raga definida. Os resultados
obtidos podem estar relacionados com o facto de a populagdo total em estudo ser
maioritariamente composta por canideos sem raca definida. Nao foram encontrados estudos
que demonstrassem evidéncia de maior prevaléncia de leishmaniose em fémeas do que em
machos. Verificou-se também que todos os canideos desta amostra apresentavam linfoma na
sua forma multicéntrica. Os resultados obtidos poderdo estar relacionados com o facto de a
forma multicéntrica ser a forma mais comum de linfoma, representando 84% de todos os

linfomas caninos (Madewell & Thesen, 1987).
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1.5 Limitac¢oes do estudo

As limitagdes do presente estudo deverdo ser consideradas e devem-se principalmente
a sua natureza retrospetiva. Ao longo da realizacdo do presente estudo, as limitacdes que se
verificaram foram, principalmente, a falta de determinadas informagdes clinicas, tais como o
imunofendtipo, estadio, sub-estadio, entre outras. Com o intuito de estabelecer coeréncia entre
os dados obtidos, os linfomas foram apenas categorizados relativamente ao seu imunofendtipo,
sem ter em consideracdo o grau, uma vez que se trata de um dado por vezes subjetivo e porque
laboratorios diferentes poderdo utilizar diferentes sistemas.

A falta de dados relativamente ao estatuto positivo ou negativo do animal para
leishmaniose foi também um fator limitante, uma vez que apenas uma pequena percentagem da
amostra apresentava informagdes deste parametro. A falta desta informagao podera dever-se ao
facto de muitos animais observados pelos médicos da area de oncologia do HVR serem
referenciados por outros CAMVs, ndo existindo assim acesso a todo o historial clinico do
animal.

Os casos obtidos através dos dados do DNAtech foram também limitantes uma vez
que nas fichas de requisi¢do de analises apenas constam informagdes como idade, raga e género,
desconhecendo-se o estadio e sub-estadio do linfoma do animal. Relativamente ao estatuto para
leishmaniose destes animais, apenas foi possivel obter informagdes dos que realizaram
diagnostico através deste laboratdrio. Serd importante salientar que muitas vezes o diagndstico
¢ realizado no proprio CAMYV, através da utilizacdo de testes rapidos, ou que o CAMYV podera
recorrer a outros laboratorios para a realizagdo do diagndstico. Assim, a amostra pode ndo ser
representativa da prevaléncia real de canideos com linfoma e leishmaniose pela falta de acesso
ao historial clinico completo do animal.

O presente estudo pretendeu contribuir para o estudo e caraterizagdo do linfoma canino
em Portugal. Do ponto de vista epidemiologico, o registo dos casos de linfoma canino e o seu
estudo sdo importantes com o intuito de identificar possiveis fatores de risco ao seu
desenvolvimento. Do conhecimento da autora, o presente estudo foi o primeiro realizado em

Portugal com o intuito de averiguar a rela¢do entre linfoma e leishmaniose.
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Conclusao

A presente dissertacao foi realizada com o intuito de caracterizar o linfoma canino e
tentar estabelecer uma relacdo entre o mesmo e leishmaniose.

Relativamente aos objetivos impostos no presente estudo, foi possivel analisar as
variaveis em estudo, obtendo assim resultados semelhantes aos obtidos por outros autores.
Analisando o presente trabalho, verificou-se que grande parte da amostra era constituida por
animais SRD e que 68% da amostra em estudo se encontrava entre os 5 ¢ os 11 anos no
momento do diagndstico. Tal como esperado, 71% da amostra apresentava linfoma
multicéntrico, sendo o imunofendtipo mais comum de células B.

Verificou-se uma prevaléncia de 15% de leishmaniose na amostra que apresentava
informacgdo relativa a este parametro. O resultado obtido podera sugerir uma interagdo entre
leishmaniose e linfoma, uma vez que a prevaléncia obtida ¢ superior a prevaléncia de
leishmaniose a nivel nacional. No entanto, pela falta de dados disponiveis, ndo foi possivel
estabelecer uma relagdo direta entre linfoma e leishmaniose.

A falta de dados comparativos relativamente a prevaléncia de linfoma canino em
Portugal continental foi também um fator limitante para a realizacdo de um estudo mais
completo. Considera-se assim importante a realizacdo de estudos geograficamente mais
abrangentes ou a criacdo de uma base de dados universal, que permitam fornecer conhecimento
relativamente ao estatuto do linfoma canino em Portugal. A criagdo de uma base de dados seria
interessante na medida em que poderia auxiliar o estudo e identificacdo de agentes com
potencial carcinogénico para o desenvolvimento de linfoma em caes. Devido as semelhangas
entre linfoma canino e linfoma humano nao-Hodgkins, estas informagdes poderiam ter um valor
relevante na identificacdo de agentes carcinogénicos em humanos.

Seria interessante a realizacdo futura de um estudo com uma amostra maior para
averiguar a interagdo entre leishmaniose e linfoma, com o intuito de avaliar se esta podera ser
um fator de risco de desenvolvimento desta neoplasia. Seria também importante salientar a
importancia do despiste de leishmaniose em todos os cdes com linfoma. Tal como referido
anteriormente, na pratica clinica didria, uma vez feito o diagnéstico de linfoma nao ¢é recorrente
averiguarem-se outros diagndsticos diferenciais. No entanto, um animal que seja positivo para
leishmaniose continuard a ser um foco de infe¢do para outros animais e pessoas
imunodeprimidas. Seria também interessante realizar PAAF dos linfonodos dos canideos com

leishmaniose para averiguar possiveis alteracdes a nivel dos linfocitos.
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Dada a auséncia de felideos no presente estudo e uma vez que se tém relatado casos
de leishmaniose nos mesmos, seria também interessante a inclusdo desta espécie em estudos

futuros.
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