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Resumo

Objetivou-se caracterizar a concentragao sérica da vitamina D e das PFAs (Proteinas de Fase Aguda) (alfa-1 glicoproteina écida,
haptoglobina, transferrina, ceruloplasmina, albumina, IgA, IgG e alfa-1 — antitripsina) em c@es com linfoma multicéntrico,
submetidos ao tratamento quimioterapico com protocolo CHOP (Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Vincristina e Prednisona),
determinando o valor prognostico desses marcadores para a doenca. Foram avaliadas as concentragdes séricas das PFAs, através do
método da eletroforese e as concentragdes da vitamina D, através da quimioluminescéncia em dois grupos experimentais, um grupo
de 13 cées com linfoma multicéntrico classificados como alto grau pela citologia (GL) durante as semanas TO, TS e T10 do
tratamento com protocolo quimioterapico antineoplésico ¢ em um grupo de 10 animais saudaveis para compor o grupo controle
(GC), em coleta tinica. Para isso, foi realizado o diagnostico, estadiamento e avaliagdo de resposta terapéutica dos 13 pacientes com
linfoma multicéntrico através de técnicas de citopatologia, histopatologia, imuno-histoquimica do linfonodo periférico acometido.
Foi observado que 9 pacientes tiveram resposta completa e 4 pacientes tiveram resposta parcial ao tratamento. Os dados foram
analisados através do software R. Os resultados indicam que as diferengas entre as variaveis IgA, haptoglobina e a1-glicoproteina
acida foram significativas entre os grupos, e entre os diferentes momentos da quimioterapia (p< 0,05), indicando que podem ser
marcadores sensiveis ao linfoma em cées. A al-glicoproteina acida apresentou valor prognoéstico para o linfoma, com 63% de
especificidade. Porém a vitamina D ndo apresentou valor progndstico para o linfoma multicéntrico em cées.

Palavras-chave: linfossarcoma; prognoéstico; reagdo de fase aguda; resposta terapéutica; neoplasia hematopoiética.

Abstract

This study aimed to evaluate the serum concentration of vitamin D (25-Hydroxyvitamin D) and acute phase proteins (APPs; alpha-
1 acid glycoprotein, haptoglobin, transferrin, ceruloplasmin, albumin, IgA, IgG and alpha-1 - antitrypsin) as potential biomarkers
for prognostic and therapy response in dogs with multicentric lymphoma submitted to the CHOP (Cyclophosphamide, Doxorubicin,
Vincristine and Prednisone) chemotherapy protocol. Thirteen dogs with multicentric lymphoma classified as high grade by cytology
were included in the treatment group (GL), while ten healthy dogs were included in the control group (GC). Serum was collected
in the weeks T0, T5 and T10 of CHOP chemotherapy protocol, for the GL group, and in a single collection, for the GC group. All
the collected samples were evaluated for the APPs and vitamin D concentrations through electrophoresis and chemiluminescence
methods, respectively. Diagnostic and staging tests were performed for all the dogs in the GL group, and included cytopathology,
histopathology and immunohistochemistry of the affected lymph node. Of these dogs, 9 achieved a complete response and 4 a
partial response to the treatment. Data analysis was performed with the R software. The results demonstrated that serum
concentrations of IgA, haptoglobin and al-acid glycoprotein were significantly different between the groups and also between the
different chemotherapy times analyzed (p<0.05), indicating that these proteins can be considered as sensitive biomarkers for
lymphoma in dogs. Furthermore, the o1-acid glycoprotein showed prognostic value for the disease, with 63% specificity. However,
vitamin D concentration was not correlated with prognosis of the dogs with lymphoma.

Keywords: lymphosarcoma; prognosis; acute phase reaction; therapeutic response; hematopoietic neoplasia.
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Introducio

Os linfomas sd3o um grupo diversificado de
neoplasias que tem em comum a sua origem em
linfocitos”, sendo uma das neoplasias mais comuns em
cées, com incidéncia anual estimada em 13-24 para cada
100.000 ciaes nos Estados Unidos®. No Brasil, ainda ndo
ha estudos que indiquem com precisdo a incidéncia da
doenga, entretanto ¢ sabido que o linfoma representa 8,8%
de todos os canceres que acometem caes, vistos a
necropsia®. O linfoma canino (LC) é semelhante ao
linfoma Nao-Hodgkin (LNH) de humanos, nos aspectos
morfologico, imunofenotipico, genotipico, clinico e
prognostico, o que refor¢a a pesquisa em medicina e
patologia comparada entre as espécies, tendo o cdo como
um modelo experimental promissor para a doenga®.

O linfoma pode ser classificado de acordo com a
sua localizacdo anatomica, tendo a forma multicéntrica
como a de maior incidéncia, perfazendo 75% dos casos.
Por outro lado, baseando-se nos critérios citopatologicos,
histopatoldgicos e imuno-histoquimicos, a classificacdo
mais utilizada ¢ o sistema da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), no qual a forma mais frequente ¢ o linfoma
difuso de grandes células B (LDGCB). De acordo com
estudo realizado em cdes com linfoma multicéntrico no
Brasil, 70 a 80% dos LC sdo de origem em células B,
sendo o LDGCB o subtipo mais comum, representando
59,1% dos casos. Ainda no mesmo estudo, dentre os
linfomas de células T, o linfoblastico foi 0 mais comum,
representando 11,33% dos casos®.

O tratamento mais indicado para o linfoma
multicéntrico ¢ a quimioterapia com multiplas drogas,
entretanto, grande parte dos cdes tratados apresentam
recidivas, bem como desenvolvem resisténcia a
quimioterapia®’®. Nesse contexto, a busca por elucidar os
fatores predisponentes, prognosticos e estratégias para
monitorar a resposta terapéutica desses pacientes tém se
tornado constante na medicina veterinaria, para que se
possa intervir antes que o paciente manifeste a recidiva.®®

A concentragdo sérica da vitamina D (vit D) e das
Proteinas de Fase Aguda (PFAs) tem sido apontadas como
fatores progndsticos e preditivos de alta sensibilidade em
diversas neoplasias, incluindo os linfomas, tanto em
humanos quanto em animais®. Destaca-se ainda a
existéncia de um receptor para 25(OH)D3, presente no
nucleo das células neoplasicas, o receptor VDR
(Recombinant Vitamin D Receptor protein), sugerindo um
potencial alvo terapéutico'” . As PFAs por outro lado, ja
foram relacionadas como marcadores possiveis para o
linfoma multicéntrico em caes, inclusive, em casos de
recidiva, demonstrando alteragdes em suas concentragdes
precocemente, podendo ainda, de acordo com alguns
estudos, serem consideradas mais sensiveis que a
citopatologia dos linfonodos periféricos'V .

O objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de
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concentracdo sérica da vitamina D e das PFAs, verificando
o seu valor prognostico em caes com linfoma multicéntrico
em tratamento com o protocolo quimioterapico CHOP.

Materiais e métodos

Foram selecionados 13 pacientes caninos, sem
critérios de raga, sexo ou idade, diagnosticados com
linfoma multicéntrico, através de exames de histopatologia
e citopatologia. Todos os animais passaram por avaliagdo
clinica, ultrassonografia abdominal, radiografia toracica,
hemograma, avaliagdo do perfil bioquimico sérico,
incluindo analise de ALT [alanina aminotransferase], FA
[fosfatase alcalina], concentragdes de creatinina, ureia e
calcio ¢ miclograma. Esses exames foram realizados com
objetivo de avaliar o estado geral do animal, identificar
comorbidades, realizar o estadiamento da doenga ¢ a
classificagdo anatomica. As avalia¢cdes mencionadas foram
feitas no momento da consulta inicial e repetidas a cada 4
semanas do tratamento quimioterapico. Segundo a OMS, o
estadiamento do linfoma envolve o comprometimento de
um linfonodo (estadio 1), dos linfonodos de uma
determinada regido (estadio II), de todos os linfonodos
(estadio III), do figado e bago (estadio 1V), de
manifestacdes neoplédsicas no sangue e¢ medula dssea
(estadio V), com ou sem sinais clinicos (subestadiamento
B e A), respectivamente (%!,

Os critérios de inclusdo para o GL foi a avaliagao
citolégica compativel com linfoma de alto grau, além
disso, a confirmagdo do tipo histologico e do
imunofendtipo B, através da histopatologia e imuno-
histoquimica. Foram excluidos do estudo, pacientes que
possuiam historico de doengas infecciosas recentes (até 1
més anterior ao estudo), pacientes obesos de acordo com o
Escore de Condigdo Corporal, ECC, de nove pontos
proposto por !¥; e pacientes previamente tratados, mesmo
aqueles que receberam apenas corticosteroides.

Nos pacientes do GL, foi realizada a coleta dos
linfonodos através de biopsia excisional,
preferencialmente do linfonodo popliteo, no momento TO,
pré-quimioterapia, para realizagdo de exames de
histopatologia e imuno-histoquimica. Apds a coleta, os
pacientes foram tratados com quimioterapia utilizando o
protocolo CHOP, composto pela ciclofosfamida na dose de
250-300 mg/m2, doxorrubicina 25-30 mg/m2, sulfato de
vincristina  0,6-0,7 mg/m2 e prednisolona em doses
decrescentes de 2 a 0,5 mg/kg durante as quatro primeiras
semanas, o protocolo completo teve duragdo de 19
semanas. As coletas de sangue total foram efetuadas aos
tempos TO (antes do inicio do tratamento), T5 (apds cinco
semanas de tratamento), e T10 (ap6s dez semanas de
tratamento). Essas amostras foram centrifugadas e o soro
foi coletado e armazenado a -20°C.

Para composi¢do do Grupo Controle (GC), foram
selecionados 10 pacientes caninos saudaveis, submetidos a
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exame fisico, hemograma e andlises bioquimicas
(semelhantes as do GL) para avaliar a higidez desses
animais. Ao longo do tratamento dos pacientes do grupo
GL, foi avaliada a resposta terapéutica dos pacientes, a
cada sessdo semanal de quimioterapia, através do exame
clinico, mensuragdo de linfonodos periféricos utilizando
paquimetro eletronico e mediante repeti¢ao dos exames de
radiografia toracica e ultrassonografia abdominal, ao final
de cada ciclo do protocolo que ocorreu a cada 4 semanas.

A avaliacdo histopatoldgica foi realizada, seguindo
a classificagdo cito-histomorfologica adaptada da
OMSEB). A avaliagdo imuno-histoquimica foi realizada
em  laboratério  parceiro, utilizando para a
imunofenotipagem, o marcador CD3 para linfoma T, e
PAXS para linfoma B, além do marcador de proliferacido
celular Ki67 e as amostras foram dispostas em laminas
silanizadas. Como controle negativo, foi utilizada uma
amostra de linfonodo sabidamente saudavel de cdo e para
controle positivo foi utilizado uma amostra de linfonodo
sabidamente positiva para linfoma T, e outra para linfoma
B. As amostras foram avaliadas por microscopia de luz,
utilizando graticula ocular de didmetro de 26 mm
(Microscopio Leica DMLB, HC PLAN 10x/20, 47°x5”). As
imunoexpressdes dos anticorpos CD3 e PAXS foram
estabelecidas por porcentagem  de células marcadas,
considerando-se o nimero de células positivas e o nimero
total de células dentro da graticula, avaliadas em cinco
campos de maior aumento, de 40 x(1¢17

A analise da expressdo dos marcadores Ki67 foi
feita em objetiva de 40 x, contando-se as células positivas
e todas as ceélulas presentes em cinco campos
aleatérios, sendo estes resultados transformados em
percentual de células positivas, sendo considerada a
amostra positiva quando pelos menos 10% das células
exibiu marcacdo imuno-histoquimica, de acordo com
Sueiro et al. (2004). As laminas foram avaliadas com
auxilio de um analisador de imagens automatico ZEISS
com programa de morfometria KS300-3.00617,

Para avaliagdo das PFAs foi realizado
proteinograma sérico, obtido em matriz de gel de
poliacrilamida, contendo duodecil sulfato de sddio (SDS-
PAGE). O fracionamento eletroforético foi realizado
segundo técnica descrita por Laemmli (1970)1®
modificada, utilizando-se o sistema vertical de eletroforese
(PROTEAN II XI-VERTICAL ELETROPHORESIS
CELLS ® - BIO-RAD). Na separagao em SDS-PAGE das
proteinas séricas nos cdes, as proteinas foram analisadas
pelo densitometro de acordo com o peso molecular ja
conhecido de cada proteina sérica identificada.

Para a dosagem da vitamina D foi utilizado o
método de ensaio laboratorial (Liaison 25 OH Vitamin D
Total®), que usa a tecnologia de imunoensaio
quimioluminescente competitivo direto (CLIA), para a
determinacdo quantitativa de 25(OH)D e outros
metabdlitos hidroxilados da vitamina D no soro. Durante a
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primeira incubacdo, a 25(OH)D ¢é dissociada da sua
proteina de ligacdo e liga-se ao anticorpo especifico na fase
solida. Ao fim de 10 minutos ¢ adicionado o marcador
vitamina D ligado a um derivado de isoluminol. Apés uma
segunda incubagdo de 10 minutos, o material ndo-ligado ¢
removido com um ciclo de lavagem. Subsequentemente,
os reagentes iniciadores sdo entdo adicionados e inicia-se
uma rea¢ao quimioluminescente rapida. O sinal de luz ¢
medido por um fotomultiplicador como unidades de luz
relativas (RLU), sendo inversamente proporcional a
concentracao de 25(OH)D nos calibradores, nos controles
ou nas amostras.

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do
software R (R Foundation for Statistical Computing,
Austria). Inicialmente foi testada a normalidade dos
residuos (teste de Shapiro) e homocedasticidade das
variancias (teste de varidncia) de todas as variaveis
estudadas. Os valores reais ou transformados das variaveis
estudadas foram comparados entre os grupos € momentos
pelo teste de ANOVA, com medidas repetidas no tempo e,
posteriormente, as diferencas encontradas foram
identificadas pelo teste de Tukey. Os valores reais ou
transformados das variaveis foram estudados nos pacientes
com linfoma através do teste T Student. Quando alguma
variavel resultou em analises significativas, em seguida,
foi submetida a determinagao das curvas ROC (Registred
Operative Curve), que avalia a capacidade discriminatoria
diagnostica. Esse mesmo teste ROC calcula o ponto de
coorte, a especificidade, a sensibilidade e a area sob a
curva do teste. Para posteriormente, os pacientes serem
separados em alta e baixa concentragdo de cada proteina
avaliada.

Na presente pesquisa foi determinado um valor de
corte através do método curvas de ROC para a
concentracdo da AGP, IgA, transferrina e haptoglobina,
que foram as varidveis que apresentaram valor de p < 0,1
no teste T-Student; ou seja, apresentaram diferengas
significativas nas andlises estatisticas. Por fim, esses
resultados foram comparados através da curva de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier, a qual define o percentual
de pacientes que recidivaram ao longo do tempo, ou seja,
comparou o tempo livre de doenga entre esses pacientes.
Os resultados apresentam-se como a média + D e a
significancia foi fixada para todos os testes em 5%
(p<0,05). Foi realizada também, para avaliagdo dos
resultados, a andlise de correspondéncia multipla, para
identificar a existéncia de associacdo entre as variaveis
analisadas neste estudo, as dosagens das PFAs ¢ os
achados clinicos e patoldgicos dos pacientes. Para tal, foi
utilizado o software Statistic 7.

Resultados

Foram incluidos de acordo com a rotina do
HOVET-UNESP (Hospital Veterinario da Universidade
Estadual Paulista) Jaboticabal, SP-Brasil, 13 animais no
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GL diagnosticados com linfoma multicéntrico através de
citopatologia ¢ histopatologia. Dentre os animais do GL, 8
(61,54%) eram machos ¢ 5 (38,46%) eram fémeas; a média
para a idade foi de 6,8 anos com intervalo de 3-14 anos; ¢
4 (30,7%) animais foram considerados sem raca definida,
representando a maioria. Quanto ao estadiamento, nenhum
animal foi classificado nos estadios I e II, 1 (7,7%) animal
foi classificado no estadio III, 10 (76,9%) animais foram
classificados no estadio IV e 2 (15,4%) foram classificados
no estadio V. Quanto ao subestddio, 2 (15,4%) foram
classificados como subestadio “a” e 11 (84,6%) como
subestadio “b” ( Tabela 1).

Na avaliag@o citopatologica, todos os 13 casos
foram classificados como linfomas de grandes células. A
partir da avaliacao histopatoldgica e imuno-histoquimica,
observou-se  predominancia do tipo LDGCB,
correspondendo  a  53,85% dos casos, Linfoma
linfoblastico T com 15,38% dos casos, linfoma
imunoblastico B com 15,38% dos casos e Linfoma de
células T periférico inespecifico (15,38%). Foi encontrada
uma média de 16,3 figuras de mitose em 10 campos de
maior aumento. Em relagdo ao imunofendtipo observou-se
um total de 9 pacientes (69,23%) de imunofendtipo B, ¢ 4
pacientes (30,76%) de imunofenotipo T (Figura 1). Em
relagdo ao indice de proliferagdo celular, Ki67, foi obtido
um valor médio de 61,9% e uma moda de 70%. Foi
observado que os pacientes que obtiveram resposta parcial
ao tratamento obtiveram um valor superior a 70% do Ki67
(Tabela 1).
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Tabela 1. Avaliacdo histopatoldgica, imuno-histoquimica,
resposta terapéutica, estadiamento e subestadiamento dos
pacientes do grupo GL

Estadiamento
Paciente Grau histologi Ie:gggitt: Imunofenétipo Ki67 e sub
estadiamento
Al Linfoma difuso 55 gy B 40% Vb
grandes células
A2 | Linfoma o i B 0%  IVb
imunoblastico
Linfoma .
A3 linfoblastico T 28 di T 70% Vb
Linfoma de células
A4 T periférico ndo 77 dias T 20% Vb
especificado
AS Linfoma difuso 3 4, B 65% Vb
grandes células
A [Linfomadifusode  cq 450 B 45%  IVb
grandes células
Linfoma .
A7 linfoblastico T 353 dias T 90% Vb
Ag  [Linfomadifusode 0, B 85% Va
grandes células
A9 Linfoma diﬁlso de Nao B 15% Ma
grandes células  recidivou
Linfoma de células Nio
Al0 T periférico ndo D T 85% Vb
especificado uzsiiven
All Linfoma Nio B 70% Vb
Imunoblastico  recidivou
Linfoma difuso de ;
Al12 Srandeslcelulas 84 dias B 80% Vb
A1z Linfomadifusode 0, 4,0 B 70% Vb

grandes células

Avaliando a resposta ao tratamento, observou-se que
todos os pacientes apresentaram remissao dos sinais clinicos
apds o primeiro ciclo de quimioterapia antineoplésica, na
quinta semana do protocolo, destes, 9 animais apresentaram
resposta completa e 4 animais tiveram resposta parcial. Foi
observado na avaliagdo da resposta clinica desses pacientes
que os linfonodos periféricos reduziram ao tamanho de 10

Figura 1. Fotomicrografia de imunomarcagdo de linfonodo canino. A: linfoma de células T, demonstrando difusa imunomarcagido
citoplasmatica para CD3, obj.40x., com anticorpo CD3. B: linfoma de células B, demonstrando intensa imunomarcaco nuclear para Pax5,

0bj.40x.

mm de didmetro, apoés o primeiro ciclo do tratamento
quimioterapico.  Entretanto, 46,15% dos pacientes
apresentaram recidiva antes dos 200 dias a partir do
diagnostico e 23,07% dos pacientes recidivaram com mais de
200 dias a partir do diagnostico (Tabela 1). A média de tempo
livre da doenga obtida no trabalho foi de 182 dias (com
intervalo de 28-461 dias) e tempo médio de sobrevida de
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208,9 dias (com intervalo de 73-480 dias).

Em relagdo a avaliagdo da vitamina D, ou
[25(OH)D3], foi observado que os caes avaliados, tanto no
GC (Grupo Controle), quanto no GL (Grupo Linfoma) eram
insuficientes ou deficientes em vitamina D3 (Tabela 2), ou
seja, nao houve diferenca estatistica significativa entre as
médias de concentragdo da vitamina D entre os grupos. Na
tabela 2 sdo apresentados os valores médios da concentragdo
sérica média da vitamina D3, de GC e GL nos diferentes
momentos do tratamento quimioterapico, demonstrando que
ndo foram significativas as diferengas entre estes valores
médios calculados em cada grupo e nem entre os momentos
da quimioterapia antineoplasica (P >0,05).

Tabela 2. Médias, desvios-padrdo e valor de significancia, das
concentragdes de Vita D3 (ng/mL) de cdes com linfoma
multicéntrico, nos momentos TO, T5 E T10 da quimioterapia e caes
sadios, obtidas pela técnica de quimioluminescéncia CLIA

Variavel Grupo tempo Média Dp Valor de p

Controle  TO 4593 26,39 0,1133 a

TO 32,77 13,74 0,1133 a
D3
Linfoma T5 29,79 14,69 a

T10 30,49 12,77 a

Letras iguais, valores ndo diferem entre si. Dp: Desvio Padrdo Unidade de medida:
ng/mL. Valores de referéncia para a espécie: Deficiéncia - Até 24,9 ng/mL; Insuficiéncia
-25-99,9 ng/mL; Suficiéncia: 100 - 120 ng/mL; Elevado: > 150 ng/mL

Nas analises das concentragdes séricas das PFAs,
foram encontradas de 18 a 31 fragdes proteicas nos caes
sadios e com linfoma, porém somente 11 fragcdes
apresentaram evidéncia no tracado eletroforético. As
proteinas séricas totais incluiram albumina, alfaglobulinas,
betaglobulinas e gamaglobulinas. As subfracoes de
alfaglobulinas encontradas neste ensaio incluiram alfa-1-
antitripsina  (AAT), alfa-1-glicoproteina 4cida (AGP),
alfa-2ceruloplasmina e alfa-2-haptoglobina. A transferrina foi
a betaglobulina encontrada. A IgA e IgG também foram
identificadas. As analises estatisticas realizadas por meio do
teste ANOVA demonstraram diferengas significativas
relacionadas a presenga da doenga e a evolucdo da terapia
antineopldsica entre as médias das variaveis IgA e al-
glicoproteina 4cida, com os valores diferindo entre si (p<
0,05).

Os pacientes do GL apresentavam maiores teores de
IgA (Figura 2 A), AGP (al-glicoproteina acida) (Figura 2B) e
haptoglobina (Figura 2 C) na primeira semana do tratamento,
ou seja, antes de iniciar a quimioterapia, no TO, ao
compararmos estes valores com a concentragdo destas
proteinas no GC. Ademais, somente os valores médios das
concentracdes de AGP e de IgA decairam ao longo do
tratamento quimioterdpico, nas semanas T5 e T10 de
avaliagdo (Tabela 4). A concentragdo de haptoglobina
apresentou diferenga expressiva com a presenca da doenga
(p<0,05), ou seja, a0 comparar o grupo controle ¢ o GL na
semana T0, porém esta ndo apresentou oscilagdo significativa
ao longo do tratamento quimioterapico (Tabelas 3 € 4).
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Tabela 3. Médias, desvios-padrio e valor de significancia, das
concentracdes de PFAs em (mg/dL) de cdes com linfoma
multicéntrico e caes sadios, obtidas pela técnica de SDS-PAGE

Variavel Grupo Momento Média DP Valor de p Letra
LeA Controle TO 16,33 4,971 10,0118 a
& Linfoma TO 37,58 21,38 b

Controle TO 26,3 1591 0,166 a
CERULOPLASMINA ;

Linfoma TO 35,95 17,66 a

Controle TO 2497 63,3 03575 a
TRANSFERRINA .

Linfoma TO 307,4 109,5 a

Controle TO 3926 260,8 0,4418 a
ALBUMINA

Linfoma TO 4372 1356 a

Controle TO 185,6 37,11 10,0645 a
A1ANTITRIPSINA .

Linfoma TO 2709 128 a

Controle TO 1320 193,9 10,1909 a
IgG TOTAL ;

Linfoma TO 1542 7374 a

Controle TO 108,7 56,15 0,0003 a
HAPTOGLOBINA

Linfoma TO 418,9 2754 b

Controle TO 11,14 3,066 0,0247 a
AGP

Linfoma TO 52,03 35,67 b
Letras iguais os valores nao diferem entre si. DP: Desvio Padrao, Valor de p: Valor
de significancia

Tabela 4. Médias, desvios-padrdo e valor de significancia, das
concentragdes de PFAs de caes com linfoma multicéntrico em
(mg/dL) nos momentos TO, T5, T10 da terapia antineoplasica
obtidas pela técnica SDS-PAGE

Variavel Grupo Momento Média DP Valor de pLetra
TO 37,58 21,38 00118 b
IgA Linfoma T5 29,67 14,72 ab
T10 26,58 10,24 ab
TO 3595 17,66 0,166 a
CERULOPLASMINA Linfoma T5 38,64 21,1 a
T10 45,49 23,54 a
TO 3074 109,5 10,3575 a
TRANSFERRINA Linfoma T5 333,6 150,2 a
T10 330 1334 a
TO 4372 1356 04418 a
ALBUMINA Linfoma T5 4136 8894 a
T10 4644 1380 a

TO 2709 128  0,0645 a

AIANTITRIPSINA  Linfoma TS 3033 109.8 a
TIO 2602 98,76 a
TO 1542 7374 0,1909 a
IgG TOTAL Linfoma TS 1121 5318 a

T10 1154 489.8

()

TO 418,9 2754 10,0003 b
HAPTOGLOBINA Linfoma TS 608,5 3533 b
T10 644,6 349,7 b
TO 52,03 35,67 10,0247 b
AGP Linfoma T5 43,03 38,39 ab

T10 43,97 32,73 ab

Letras iguais, valores ndo se diferem entre si. Os resultados apresentam-se como
amédia + D e a significancia foi fixada para todos os testes em 5% (p<0,05). DP:
Desvio Padréo, Valor de P: Valor de significancia.
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Os graficos 2A, 2B E 2C demonstram que os cdes
com linfoma apresentavam maior a dispersdo dos valores
individuais das dosagens de IgA, AGP ¢ haptoglobina,
respectivamente, em relagio a média, quando
comparados ao GC, indicando forte correlagdo entre a
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doenca e as alteragdes na concentra¢do da variavel em
questdo. O grafico 2A demonstra, da mesma forma, a
dispersdo dos valores de IgA do GL foi maior que no GC,
valores diferiram estatisticamente entre si.
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Figura 2. (A): Dispersdo entre os valores da concentragdo da IGA em mg/dL de cdes com Linfoma ao longo do tratamento
quimioterapico e do grupo controle. Comparacdo entre concentracdes de IGA entre o GL nas semanas T0,T5 e T10 de tratamento
quimioterapico ¢ o GC. Houve diferenca significativa pelo teste t (p =0,0118). (B): Dispersao entre os valores da concentragdo da
haptoglobina em mg/dL dos pacientes com Linfoma ao longo do tratamento quimioterapico e do grupo controle. Comparacdo entre
concentragdes de haptoglobina entre o GL nas semanas TO,T5 e T10 de tratamento quimioterapico ¢ o GC.. Houve diferenga
significativa pelo teste t (p=0,0003). (C): Comparagdo entre as concentragdes da al-Glicoproteina acida ao longo do tratamento
quimioterapico e entre os Grupos experimentais (GC: Grupo Controle ¢ GL: Grupo Linfoma). Comparagdo entre concentragdes de
AGP entre o GL nas semanas TO,T5 e T10 de tratamento quimioterapico ¢ o GC. Houve diferenca significativa pelo teste t (p=0,0247).

Os pacientes com maiores concentragdes de al-
glicoproteina acida no momento do diagndstico demoraram
mais tempo para a apresentar a recidiva da doenca e tiveram
uma maior sobrevida. Foi determinado um valor de corte
para a concentragdo da a.l- glicoproteina 4cida no momento
do diagndstico, a partir do qual foi observada uma distingao
na perspectiva de sobrevida e tempo livre de doenga desses
pacientes. Pacientes com concentracdo sérica de al-
glicoproteina acida superior a 34,8 mg/dL (Tabela 5) no
momento do diagndstico demoraram mais tempo para
apresentar recidiva em relacdo aos pacientes com

concentragdo sérica inferior a esse valor no momento TO do
tratamento quimioterapico, conforme pode ser observado
no grafico da figura 3, obtido a partir das analises pelo
método da curva de Kaplan-Meier (Figura 3).

A sensibilidade e especificidade para a concentracao
da o-1-glicoproteina acida em linfoma multicéntrico de
cdes foram de respectivamente: 61% e 62%. O valor
probabilidade da recidiva em pacientes com coorte foi de
35%, enquanto que o valor da recidiva em pacientes sem
coorte foi de 58%, com P-Recidiva de 0,139 e com valor de
Pigual a 0,0232 (Tabela 5).
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Percentual de pacientes sem recidiva

0 T T T T T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300

Dias de avaliagao
— alfal-glicoproteina acida >34,8 - = alfal-glicoproteina &cida <34,8

Figura 3. Curvas de recidiva ao longo do tempo dos pacientes
com linfoma com a concentra¢do sérica de al-Glicoproteina
acida maior ¢ menor que 34,8 mg/dL. Curvas de sobrevida de
cdes com Linfoma com alfa-1-glicoproteina acida “baixa” e
alfa-1-glicoproteina acida “alta”. Houve diferenca significativa
pela analise de curvas ROC e teste de Kaplan Meier (p=0,0304).

Tabela 5. Comparagdo entre os pacientes com linfoma
multicéntrico que recidivaram antes de 200 dias (6/13), com
tempo livre de doenga médio de 182 dias, e os que ndo
recidivaram (7/13) dentro do intervalo de tempo do estudo

e . 2T . .. Valor

Variavel RecidivaMédia DP Valor de p P-Prognéstico Coorte

N 30,84 15,84 0,0866 0,9999
IGA

S 31,78 17,41

N 43,99 17,69 0,2014 0,1213
CERULOPLASMINA

S 354 235

N 291,3 119,3 10,0906 0,09103
TRANSFERRINA

S 361,5 133

N 4629 1180 0,1764 0,2258
ALBUMINA

S 4098 1225

N 276,1 101,1 0,9034 0,8658
A1 ANTITRIPSINA

S 280,5 125,3

N 1217 711,8 10,5476 0,2599
IGG TOTAL

S 1337 4822

N 592,7 315,9 10,0484 0,3981
HAPTOGLOBINA

S 516,1 360,1

N 55,94 42,03 0,0232 0,0304 <34,8
AGP

S 35,15 20,18
VITAMINA D3 N 2987 15,07 05722 0,5447

Letras iguais, valores ndo se diferem entre si. Os resultados apresentam-se como
amédia + D e a significancia foi fixada para todos os testes em 5% (p<0,05). DP:
Desvio Padrao, Valor de P: Valor de significancia.
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Discussao

Os achados acerca da classificagdo dos linfomas
no modelo adaptado da OMS, corroboram ao descrito em
literatura, onde o tipo LDGCB figura como tipo
histologico mais comum nos EUA, Europa e Brasil (29,
Esse tipo histologico também ¢ o mais comum entre os
linfomas Nao-Hodgkin em humanos, demonstrando a
relevancia de estudos em oncologia comparada @9,

Considerando o imunofenétipo, observa-se em
literatura uma predominancia do imunofenodtipo B,
representando cerca de 70% dos casos de linfoma
multicéntrico, sendo que o linfoma T de alto grau
apresenta um pior progndstico e menor tempo de
sobrevida em diversos estudos (>3, Isso ocorre devido ao
imunofendtipo T estar associado a um maior niimero de
sindromes paraneopldsicas, como a hipercalcemia e
também a uma resposta inferior ao tratamento e maior
indice de recidiva (%9, Entretanto, de forma discordante,
Frantz et al. (2012) apontam uma relagdo muito mais
proxima entres os imunofenétipos, com 55% dos casos
pertencentes ao imunofenotipo B e 45% dos casos com o
T. Em relag¢do ao Ki67, este marcador foi positivo em
todas as amostras, com um valor percentual médio alto de
61,9%, o que demonstra um alto indice celular
proliferativo, corroborando com os achados que
classificam os linfomas em alto grau @V,

As respostas ao tratamento dos pacientes neste
estudo foram avaliadas na quinta e décima semanas de
tratamento, de acordo com estudos de Vieira (2013)@?. A
resposta tumoral ao tratamento foi determinada na quinta
semana do protocolo CHOP, devido & maior
probabilidade dos c@es com linfoma multicéntrico
apresentarem remissdo completa apdés a primeira
administracdo de doxorrubicina do protocolo, porém,
Hernandez et al. (2017)@® estipularam a décima semana
para as observagdes, pois neste periodo se pode ter melhor
parametro da acdo da doxorrubicina nos pacientes.
Durante a avaliagdo de resposta clinica foram observados
redugdo do tamanho dos linfonodos ao tamanho normal,
menores que 10 mm, conforme estudo de Dobson et al.,
(2001)@, que determinaram que isso caracteriza resposta
completa, bem como o desaparecimento dos sinais
clinicos nos pacientes nesse periodo e a auséncia de
alteragdes nos exames de imagem, ultrassonografia
abdominal e radiografias de torax.

Em relagdo a avalia¢do da concentragao sérica das
PFAs, em estudos de Vieira (2010) @9, também se
verificou que, de forma geral, as médias das
concentragdes séricas das proteinas no soro dos pacientes
foi maior no grupo dos cdes com linfoma em relacdo ao
grupo controle, corroborando com outros autores que
afirmam que hd uma maior produgdo de globulinas e
PFAs em cdes com doengas inflamatorias e neoplasicas®®
2D . Ainda, de acordo com estudo de Vieira (2010 )@,
também foi relatado um aumento significativo nas
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concentragdes séricas de alfa-1- glicoproteina acida (p<
0,05) na presenca do linfoma, porém associado a um
aumento significativo na concentra¢do de transferrina e
IgG. Entretanto, nos achados descritos no presente estudo
(Tabelas 2 e 3), ndo houve diferenca significativa entre as
variaveis IGG, Transferrina, Albumina, Ceruloplasmina e
Alfa-1-antitripsina entre 0os grupos experimentais, nem
entre as semanas avaliadas durante o tratamento (p>
0,05). As concentragdes normais destas PFAs, podem
sugerir que no momento da coleta, os cdes doentes ndo
apresentavam o suficiente estimulo pro-inflamatorio para
influenciar a elevagdo das concentragdes destas proteinas,
como explicado por Cerén et al. (2005) ©® O
imunofendtipo B e a coleta no inicio da progressao da
doenca podem influenciar na concentra¢do das PFAs no
soro desses pacientes que tendem a ter uma reacdao de
Fase aguda um pouco mais tardia, sugerindo a coleta e
dosagem das PFAs em mais intervalos para que se tenha
uma avaliagdo ainda mais fidedigna®. De acordo com
Gahmberg et al. (1978) @ a glicoproteina acida pode ser
produzida por linfocitos, de modo a justificar a sua
elevada concentragdo em cdes diagnosticados com
linfoma ©%).

Niao foram observadas diferengas estatisticas
significativas entre os momentos da quimioterapia em
relag@o as concentragdes das proteinas séricas analisadas.
Porém, pode-se observar uma redugéo na concentragio de
IgA, IgG e alfa-1- antitripsina na décima semana do
tratamento (Tabela 3). Esse achado foi justificado pela
acao do antineoplasico, doxorrubicina, que pode causar
lesdes nos parénquimas hepatico e renal, levando a
hipoproteinemia e proteintria ¢,

A haptoglobina ¢ uma das mais importantes PFA
em todas as espécies. Em cées com cancer, Calazans et al.
(2009) @® compararam o perfil das PFA em soro de cdes
sadios e com linfoma multicéntrico, detectando uma
elevacao da ceruloplasmina e haptoglobina, assim como
uma diminui¢io na albumina, nos cies com linfoma®@® 2
3D, Além disso, outro estudo de Battisti et al. (2013) ¢»
avaliaram as PFAs em cadelas com neoplasia mamaria,
detectando concentracdes da haptoglobina elevadas e de
albumina diminuidas nas cadelas com tumores ulcerados,
quando comparadas com o grupo controle, sugerindo que
esta pode ser um fator progndstico para este tipo de
neoplasia ©?. Segundo Cerén et al. (2005) @®, a
haptoglobina ja pode ser identificada na circulagdo nas
primeiras 24 horas apds a injlria e suas concentragdes
aumentam consideravelmente, sendo o apice em quatro
dias. Dessa forma, pode ser um marcador sensivel para o
linfoma e outras neoplasias em cées de forma precoce ®®,

A IgA encontra-se em maior concentragdo nas
doengas infecciosas, doenga do tecido conjuntivo, doenga
hepéatica, mieloma e outros tumores do sistema reticulo-
endotelial. A IgA apresenta-se em menor concentragdo
nos fetos, nos animais recém nascidos antes da ingestao
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do colostro e nas deficiéncias imunologicas. Muitas
vezes, desordens hematopoiéticas induzem a um processo
de globulinemia, o que justifica o seu aumento no LC, no
pré-tratamento, ¢ pode ser um indicativo de recidiva
nesses pacientes ©¥. Os achados sugerem um fator
protetivo da o-1-glicoproteina 4acida para o linfoma
multicéntrico em cies, onde cdes com maior teor sérico de
a-1-glicoproteina acida no momento do diagndstico tem
menor probabilidade de apresentarem recidiva ou
apresentam um maior intervalo livre de doenga em
relacdo aos cdes com menores concentragdes desta
proteina.

Os resultados encontrados estdo em concordancia
com os estudos de Garnica et al. (2020) ®, nos quais a
AGP foi tida comprovadamente como um agente anti-
inflamatdrio natural, que inibe a ativagdo dos neutrdfilos
e aumenta a secregdo do receptor antagonista de
interleucina-1 através dos macrofagos, inibindo, portanto,
a proliferagcdo de linfocitos, principalmente neoplésicos,
em casos de linfoma®. Calazans (2006) ?© ¢ Eckersall
(2008) ©Y  relataram que a determinagdo das
concentragdes de a-1-glicoproteina dcida pode ser util em
estimar a carga tumoral, comparando cdes com linfoma
tratados ou ndo com doxorrubicina. Além disso, elevacdes
na concentrag@o sérica dessa proteina tém sido descritas
em cdes com linfoma, carcinomas, exceto o carcinoma
mamario, ¢ sarcomas (Céron et al., 2005). A al-
glicoproteina 4acida apresentou-se significativamente
elevada (p<0,05) em cées com linfoma, no momento zero,
corroborando com achados de literatura, sugerindo que a
determinagdo das concentragdes de al-glicoproteina
acida (AGP) pode ser util em estimar a carga tumoral,
comparando cdes com linfoma tratados com
doxorrubicina com os sem tratamento 639,

Entretanto, especialmente em felinos, a AGP-1 ¢
uma das principais PFA que, em processos neoplasicos
malignos ou processos inflamatérios agudos/cronicos,
pode elevar sua concentragao sérica cerca de 1000 vezes
de niveis basais. A utilizacdo deste pardmetro deve ser
incluida no monitoramento de cdes e gatos, como
marcador diferencial para avaliagdo de neoplasias ou
processos inflamatorios agudos @®. Os resultados das
analises da curva de Kaplan Meier diferiram dos
resultados observados em Dias et al. (2017) @, em que
ndo foi observada uma correlagdo entre concentracdes
mais altas de alfa-1-glicoproteina acida e um melhor
prognostico do linfoma multicéntrico em cées. Para estes
autores, apenas concentragdes mais baixas de transferrina
e albumina estdo associadas a um menor TLD (Tempo
Livre de Doenga) e menor tempo de sobrevida dos
pacientes .

Assim como a presente pesquisa, o estudo de
Vieira et al. (2010) ® também observou um aumento
substancial da concentragdo da AGP nos pacientes
caninos com linfoma multicéntrico em relacdo ao grupo
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controle, sugerindo que esses pacientes apresentavam
uma reacdo de fase aguda (RFA) exacerbada nos
momentos das coletas sorologicas, entretanto, mesmo
nido tendo sido avaliado o valor progndstico dessa
proteina no referido estudo, foi observado que os
pacientes com maior teor desta proteina apresentaram
maior sobrevida. Esses resultados diferiram dos
resultados observados em Dias et al. (2017) @, em que
ndo foi observada correlagdo entre concentragdes mais
altas de alfa-1-glicoproteina 4acida e um melhor
prognostico do linfoma multicéntrico em cées. Nesta
pesquisa foi verificado que apenas as concentragdes mais
baixas de transferrina e albumina estavam associadas a
um menor TLD e menor tempo de sobrevida dos
pacientes .

Em relacdo a vitamina D, embora existam poucos
estudos em cées, a associacdo entre a sua baixa
concentragdo sérica e o risco de desenvolvimento de
neoplasias foi descrito em cdes com diversos tipos
neoplasicos, inclusive em linfomas ©3. Sao
considerados deficientes em vitamina D os pacientes com
niveis séricos abaixo de 24,99 ng/mL e insuficientes em
vitamina D quando nos niveis séricos estdo na faixa de
25-99 ng/mL, sendo considerado em nivel adequado
apenas os pacientes com niveis séricos acima de 99 ng/
mL®?. Em GC, 80% dos animais foram insuficientes e
10% foram deficientes, com intervalo de concentracdo de
25,3- 115,2 ng/mL e valor médio de 45,93 ng/mL. O
intervalo da concentragdo de 25(OH)D obtido na
populagdo do GL, em TO, foi de 11,2- 62,1 ng/mL com
valor médio foi de 32,77 ng/mL. Em relacdo as diferentes
semanas da quimioterapia, 23,07% dos pacientes
apresentaram deficiéncia de Vitamina D3 em TO, 46,15%
pacientes foram deficientes em T5, e 38,46% pacientes
foram deficientes em T10.

Os resultados acerca da vitamina D foram
semelhantes ao estudo de Wakshlag et al. (2011)¢® que
correlacionou niveis baixos de vitamina D3 com maior
incidéncia de mastocitoma em labradores; estes animais
tinham concentracdo média de 36,7 ng/mL de Vitamina
D3 sérica. Ainda, ha estudo que demonstrou importante
correlagdo dos niveis de vitamina D3 com a incidéncia de
inimeras neoplasias, como linfomas, hemangiosarcomas,
carcinomas e sarcomas (Husbanda B, 2013) ¢, Acredita-
se que vitamina D3 atue na regulacdo da proliferacéo,
maturagao e apoptose celular, e dessa forma, influencia o
desenvolvimento de doengas autoimunes,
cardiovasculares e, principalmente, neoplasicas 4.

O achado do presente estudo, em que ndo foram
significativas as diferencas entre estes valores médios
calculados em cada grupo, nem entre os momentos da
quimioterapia antineoplasica (P >0,05), sugere que niveis
séricos de vitamina D mais baixos nao sdo um fator de
risco para o desenvolvimento de linfoma multicéntrico
em cdes; apesar da média da concentragdo ser diferente
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entre 0s grupos, isso ndo se confirmou significativamente
na andlise estatistica. Resultados semelhantes foram
observados em estudos de Sanchez-Céspedes et al. (2018)
@9 no qual se comparou a concentragdo sérica de
vitamina D3 entre cadelas portadoras de tumores
mamarios e cdes ndo portadores (machos e fémeas) ¢ ndo
foram encontradas diferengas que indicassem a relagdo da
concentragdo de vitamina D3 e a carcinogénese mamaria.
Diferentemente, no estudo de Selting et al. (2014) ©7
observou-se forte correlagdo entre os niveis de vitamina
D3 no soro e sua correlagdo com o desenvolvimento de
cancer em cdes, com 0S animais com niveis ideais de
vitamina D3 (100-120 ng/ml) apresentando drastica
reducdo na incidéncia de cancer, em casos de sarcoma de
tecidos moles.

Conclusoes

As proteinas séricas a IgA, a alfa-1-glicoproteina
acida e haptoglobina podem ser consideradas como
potenciais marcadores sensiveis para dar um suporte
diagndstico nos casos do linfoma multicéntrico em caes,
entretanto ainda sdao necessarios estudos com a avalia¢do
de um numero maior de animais para a determinagdo do
valor prognostico desses marcadores. Sendo assim, as
PFAs podem funcionar como indicativo de linfoma em
cdes, mas ndo isoladamente, desde que tenham um quadro
clinico sugestivo. A  alfa-1-glicoproteina  4cida
demonstrou valor prognoéstico em linfoma multicéntrico
alto grau em caes, sendo um fator protetivo para os
pacientes com a doenga. Ademais, a dosagem de vitamina
D3 mensurada nos pacientes submetidos ao tratamento
quimioterapico ndo se apresentou como um marcador
prognéstico  eficaz  em  paciente com linfoma
multicéntrico, classificados pela citologia como alto grau
e de imunofenétipo B, que correspondeu ao tipo de
linfoma predominante nesta pesquisa.
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