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MACEDO, T. R; Avaliacdo das concentracdes de superdxido dismutase e da
fragilidade osmética eritrocitaria em cdes com linfoma multicéntrico com e
sem anemia. [Evaluation of the concentration of superoxide dismutase and
erythrocyte osmotic fragility of dogs with multicentric lymphoma with and without
anemia]. 2010. 94f. Dissertacdo ( Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo - 2010.

Linfomas s&o as neoplasias hematopoiéticas mais comumente relatadas em caes,
podendo ocorrer em qualquer idade. A etiologia ainda é desconhecida, porém se
aceita que seja multifatorial. S&o classificadas de acordo com sua localizacao
anatdmica, estadio clinico da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), critérios cito-
histolégicos e imunofenotipicos. A anemia é a anormalidade hematologica mais
observada em pacientes com cancer e manifesta-se em cerca dois tercos dos caes
com linfoma. Os radicais livres de oxigénio produzidos pelas células tumorais
aumentam o estresse oxidativo, sendo este demonstrado por mudancgas na atividade
das enzimas antioxidantes, podendo ocorrer oxidacdo de proteinas de DNA,
aumento da peroxidacdo de lipideos e alteracbes da fragilidade osmotica
eritrocitaria, acarretando a diminuicdo da meia vida das hemécias e, sendo essa
diminuicdo um dos fatores que pode levar a anemia nos casos de linfoma. A
superoxido dismutase (SOD) € uma enzima antioxidante que catalisa a dismutacéo
do radical superéxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio, protegendo as células
dos danos induzidos por estes radicais livres. O objetivo deste estudo foi determinar
as concentracdes eritrocitarias de superéxido dismutase, além de substancias
reativas ao Aacido tiobarbitarico (MDA), o estado antioxidante total (TAS) e a
fragilidade osmdtica eritrocitéria, em cées higidos e com linfoma multicéntrico com e
sem anemia, para avaliar a influéncia desses mecanismos no desenvolvimento das
anemias associadas a essa neoplasia. Amostras de sangue foram obtidas de 24
cées com linfoma multicéntrico, sendo 10 sem anemia e 14 com anemia, e 20 cées
saudaveis. Foi observada diferenca significante no estado antioxidante total entre os
grupos controle, grupos experimentais com linfoma multicéntrico com anemia e sem
anemia (p < 0,0001). N&ao houve diferenca significante quando os cédes com linfoma
com anemia e sem anemia foram comparados, assim como na avaliacdo das
concentragdes plasméticas do MDA entre o grupo controle, grupo experimental com
linfoma multicéntrico com anemia e grupo experimental com linfoma multicéntrico
sem anemia (p = 0,823). A diferenca também n&o foi significante quando se
comparou o grupo controle e o grupo dos animais doentes (p=0,671). A diferenca
nao foi significante na avaliacdo das concentracGes eritrocitarias de superoxido
dismutase entre o grupo controle, grupo experimental com linfoma multicéntrico com
anemia e grupo com linfoma multicéntrico sem anemia (p=0,0748.). Entretanto, foi
observada diferenca significante entre o grupo controle e o grupo experimental com
linfoma multicéntrico (p=0,0168). N&o foi observada diferenca na fragilidade
osmotica eritrocitaria dos cdes com linfoma multicéntrico com anemia e sem anemia,



as concentracdes de NaCl em que observou-se 50% de hemolise estavam dentro
dos valores postulados por Jain, 1963. Os resultados obtidos indicam um aumento
do estresse oxidativo em cées com linfoma e que a anemia observada nos pacientes
com linfoma nao esta relacionada diretamente a diminuicdo das defesas
antioxidantes eritrocitarias ou a alteracdes nas propriedades de membrana
secundarias a peroxidacdo lipidica, que poderiam interferir na fragilidade do

eritrocito.

Palavras-chave: Linfoma multicéntrico, anemia, estresse oxidativo, superoxido
dismutase



MACEDO, T. R. Evaluation of the concentration of superoxide dismutase and
erythrocyte osmotic fragility in dogs with multicentric lymphoma with and
without anemia. [Avaliacdo das concentracdes de superOxido dismutase e da
fragilidade osmotica eritrocitaria dos cdes com linfoma multicéntrico com e sem
anemia. 2010. 94 f. Dissertacdo ( Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo - 2010.

Lymphoma is hematopoietic malignancies most commonly reported in dogs can
occur at any age. The etiology is still unknown, but is accepted to be multifactorial.
They are classified according to their anatomic location, clinical stage of the World
Health Organization (WHO), cytological and histological criteria and
immunophenotype. Anemia is the most commonly observed hematologic
abnormalities in patients with cancer and manifests itself in about two thirds of dogs
with lymphoma. The oxygen free radicals produced by tumor cells increases
oxidative stress, which is demonstrated by changes in antioxidant enzyme activities,
protein and DNA oxidation, increased lipid peroxidation and alterations of erythrocyte
osmotic fragility, leading to a decrease in half life of red blood cells and this decrease
is one factor that can lead to anemia in cases of lymphoma. The superoxide
dismutase (SOD) is an antioxidant enzyme that catalyzes the dismutation of
superoxide into oxygen and hydrogen peroxide, protecting cells from damage
induced by these free radicals. The aim of this study was to determine erythrocyte
superoxide dismutase, and thiobarbituric acid reactive substances (MDA), total
antioxidant status (TAS) and erythrocyte osmotic fragility, and in healthy dogs with
multicentric lymphoma with and without anemia, to evaluate the influence of these
mechanisms in the development of anemia associated with this neoplasia. Blood
samples were obtained from 24 dogs with multicentric lymphoma, 10 and 14 with
anemia without anemia and 20 healthy dogs. Significant difference was observed in
total antioxidant status between the control group, experimental groups with
multicentric lymphoma with anemia and without anemia (p <0.0001). There was no
significant difference when dogs with lymphoma with anemia and without anemia
were compared no significant difference in assessment of plasma concentrations of
MDA between the control group, experimental group with multicentric lymphoma with
anemia and experimental group with multicentric lymphoma without anemia
(p=0.823). The difference was not significant when comparing the control group and
the group of sick animals (p = 0.671). The difference was not significant in the
evaluation of erythrocyte superoxide dismutase concentrations between the control
group, experimental group with multicentric lymphoma with anemia and patients with
multicentric lymphoma without anemia (p = 0.0748).. However, significant difference
was observed between the control and experimental group with multicentric
lymphoma (p = 0.0168). No difference was observed in erythrocyte osmotic fragility
of dogs with multicentric lymphoma with anemia and without anemia, the
concentrations of NaCl in which there was 50% hemolysis were within the range



postulated by Jain, 1963. The results indicate an increased oxidative stress in dogs
with lymphoma and that the anemia observed in patients with lymphoma is not
directly related to the decrease in erythrocyte antioxidant defenses or the changes in
properties of secondary membrane lipid peroxidation, which could interfere with the
fragility of erythrocyte.

Keywords: Multicentric lymphoma, anemia, oxidative stress, superoxide dismutase
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19

INTRODUCAO

Linfomas compreendem um grupo diverso de neoplasias malignas, de
elevada complexidade bioldgica, que tém em comum a origem a partir da expansao
clonal de células linforreticulares contidas em 6rgéos linféides primérios, como
medula éssea e timo ou secundarios como os linfonodos, figado e baco, embora

possam se originar em qualquer tecido do corpo (VAIL; YOUNG, 2007).

Sao os tumores malignos de maior ocorréncia em céaes, sendo a neoplasia
hematopoiética mais comum nesta espécie, com incidéncia anual de 13 a
24/100.000 cées. Representam 7 a 24% de todos 0s processos neoplasicos e 83%
dos tumores de origem hematopoiética que acometem a espécie canina
(VONDERHAAR; MORRISON, 1998; VAIL; YOUNG, 2007).

As informacdes quanto a predisposicdo sexual sdo contraditorias, Jain (1993)
e Vail e Young (2007) sugerem néo haver predisposi¢cao sexual, enquanto Dobson e
Gorman (1993) relatam marcante predisposicdo com a incidéncia de machos
superando a de fémeas em relacéo 2:1. A idade média dos animais acometidos é de
seis a nove anos, embora o linfoma ja tenha sido relatado em todas as idades
(DOBSON; GORMAN, 1993; VAIL; YOUNG, 2007).

Em relacdo as racas, parece existir uma predisposicdo genética, ja que
alguns estudos apontam para uma ocorréncia familiar nas racas Bull Mastiff e
Rottweiler. Estudos recentes demonstraram um risco de desenvolvimento de linfoma
de um em cada oito animais da raca Rottweiler (ONIONS, 1984; TESKE, 1994;
MODIANO et al. 2005). Além disso, a doenca parece ser mais frequente em
determinadas racas como Boxer, Basset Hound, S&o Bernardo, Airedales e Bulldog,
enquanto Dachshund, Cocker Spaniel e Pomeréania sdo racas de baixo risco
(TESKE, 1994; VONDERHAAR; MORRISON, 1998; VAIL; YOUNG, 2007).

A etiologia do linfoma canino ndo € bem definida, mas acredita-se que seja
multifatorial. Fatores como processos infecciosos, alteragbes genéticas,
contaminantes ambientais e disfun¢Bes imunes podem estar envolvidos na génese
desta neoplasia (2003; VAIL; YOUNG, 2007).
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O envolvimento viral na oncogénese do linfoma canino nao foi comprovado,
embora particulas virais com propriedades similares as dos retrovirus tenham sido
identificadas em culturas de tecido linféide neoplasico de céaes. O envolvimento viral
no desenvolvimento do linfoma é observado em felinos, onde esta neoplasia esta
fortemente associada a infeccdo pelo virus da leucemia felina, em bovinos,
roedores, aves, alguns primatas e o homem (TESKE, 1994; VAIL; YOUNG, 2007).
Quanto as infeccbes bacteriana, em seres humanos observa-se uma forte
correlagéo entre a infecgdo por Helicobarter spp e o linfoma géastrico; em cées esta

associacao nao foi comprovada (ROSSI et. al. 1999).

Caes com linfoma podem apresentar alterac6es cromossémicas que resultam
em amplificagdo génica, promovendo o desenvolvimento de malignidade. Esse erro
primério ndo tem relacdo com a classificacdo da neoplasia, mas com a duragéo da
remissao do tumor e a sobrevida do animal. Modiano et al. (2005) observou em seu
estudo, a trissomia dos cromossomos 13 e 31 e a perda do cromossomo 14, como
sendo as aberragbes cromossomicas mais comuns. No linfoma do tipo n&o Hodgkin,
em humanos, sdo observadas aberracbes cromossOmicas estruturais, que se
relacionam a graus histologicos e alteracdes imunoldgicas especificos e, quando
associados, sdo fatores progndésticos para tempo da primeira remissdo e sobrevida
(VONDERHAAR; MORRISON; 1998; 2003; VAIL; YOUNG, 2007).

Fatores ambientais como exposicdo cronica a substancias quimicas sao
citados como predisponentes ao desenvolvimento de linfoma nos caes. Uma
associacdo entre o desenvolvimento do linfoma e a exposicdo ao acido 2,4
diclorofenoxiacético foi relatada, mas nado foi comprovada (VONDERHAAR,;
MORRISON, 1998; DHALIWAL; KITCHELL, 2003; VAIL; YOUNG, 2007).

Disfuncdes do sistema imune, independente da raca, idade e sexo, tém sido
associadas a uma maior predisposicdo ao desenvolvimento de linfomas em cées.
Keler. (1992) em seu estudo, demonstrou que animais com trombocitopenia
imunomediada apresentavam um maior risco de desenvolver linfoma que os animais

sem esta enfermidade.

O linfoma canino é classificado segundo sua localizagdo anatémica, critérios
histopatoldgicos e caracteristicas imunofenotipicas (OWEN, 1980; VAIL; YOUNG,

2007). Quanto a localizagcdo anatdmica os linfomas classificam-se em multicéntrico,
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mediastinico ou timico, gastrintestinal (alimentar) e cutaneo (MOULTON; HARVEY,
1990; TESKE, 1994; JACOB; MESSICK; VALLI, 2002; VAIL; YOUNG, 2007).
Tumores cuja origem encontra-se fora do tecido linféide, recebem a denominacao de
extranodal (TESKE, 1994).

A forma mediastinica ou timica envolve o timo e/ou os linfonodos mediastinais
anteriores e posteriores, caracterizando-se pelo aparecimento agudo de dispnéia,
taquipnéia, tosse, regurgitacdo, anorexia, caquexia e letargia. Esta forma representa
aproximadamente 5% dos casos de linfoma (DHALIWAL; KITCHELL, 2003; VAIL,
YOUNG, 2007).

O linfoma gastrintestinal (alimentar) caracteriza-se pela presenca da
neoplasia no trato gastrintestinal e/ou linfonodos mesentéricos, figado e baco.
Quando primario do trato gastrintestinal apresenta-se de formal multifocal ou
disseminado pela lamina propria e submucosa do intestino delgado, podendo levar a
ulceracdes e infiltracdo transmural da mucosa (VAIL; YOUNG, 2007). Esta forma é
responsavel por 5 a 7% dos linfomas caninos e manifesta-se clinicamente com
perda de peso, vomitos diarréia, hipoproteinemia e sinais de mal absor¢édo
(VONDERHAAR; MORRISON, 1998; DHALIWAL,; KITCHELL, 2003; VAIL; YOUNG,
2007).

O linfoma cutédneo pode apresentar-se na forma generalizada ou multifocal.
As lesbGes caracterizam-se por nodulos, placas, eritema generalizado, dermatite
esfoliativa e alopecia; a cavidade oral pode estar envolvida, assim como linfonodos,
figado, baco e medula 6ssea (VONDERHAAR; MORRISON, 1998; DHALIWAL,;
KITCHELL, 2003). Esta forma do linfoma é também classificada em epiteliotrépica,

geralmente originaria dos linfocitos T, e néo epiteliotropica (VAIL; YOUNG, 2007).

Outras formas menos comuns do linfoma sdo a hepatoesplénica e a
intravascular ou angiotropica. A primeira caracteriza-se por comprometimento de
figado e baco e infiltragdo medular, na auséncia de linfonodomegalia periférica. Esta
forma apresenta uma natureza bastante agressiva e pouco responsiva ao tratamento
(VAIL; YOUNG, 2007). O linfoma angiotropico é caracterizado pela proliferagdo de
células linféides no Iumen dos pequenos vasos, sem infiltracdo dos tecidos

adjacentes ou presencas de lesdes primarias ou leucemia, sendo os sintomas
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normalmente associados ao sistema nervoso central (MANDAL et al. 2007; VAIL,;
YOUNG, 2007).

A forma multicéntrica € a mais prevalente nos caes, respondendo por 80 a
85% dos casos de linfoma nesta espécie (TESKE, 1994; DHALIWAL; KITCHELL,
2003; VAIL; YOUNG, 2007). Caracteriza-se pelo aumento dos linfonodos superficiais
e profundos, podendo envolver ainda, figado, baco, pulmdo e medula 6ssea. Os
linfonodos aumentados normalmente sdo indolores, macios e ndo aderidos as
estruturas adjacentes (VAIL; YOUNG, 2007).

A classificacdo histologica do linfoma canino é realizada, geralmente, com
base em um de trés esquemas: de Rappaport, do National Cancer Institute -
Working Formulation (NCI-WF) e a classificacdo de Kiel (TESKE, 1994;
VONDERHAAR; MORRISON, 1998; JACOB; MESSICK; VALLI, 2002; VAIL,;
YOUNG, 2007). O primeiro baseia-se em critérios morfoldgicos, grau de
diferenciacdo e padrdo histologico. O esquema de Kiel classifica os linfomas em
baixo e alto grau e baseia-se em critérios histolégicos e imunofenotipicos. A
classificagdo NCI-WF, uma atualizacdo do esquema de Kiel, tem sido a mais usada
na medicina veterinaria. Os critérios adotados neste esquema, além dos ja usados
no de Kiel, sdo o indice mitotico e achados clinicos, classificando os tumores em
baixo, intermediario e alto grau de malignidade (CARTER; VALLI; LUMSDEN, 1986;
VONDERHAAR, 1998; DHALIWAL; KITCHELL, 2003; VAIL; YOUNG, 2007).

Os linfomas caninos também sédo classificados quanto aos aspectos
citolégicos, em linfocitico, misto e linfoblastico, e aspectos imunofenotipicos
(MOULTON; HARVEY, 1990). A classificacdo imunofenotipica é realizada por meio
da identificacdo da linhagem celular que deu origem a neoplasia, podendo ser
realizada por varias técnicas, como a citometria de fluxo e a reacdo em cadeia de
polimerase, embora as técnicas mais utilizadas sejam a imunocitoquimica e a
imunoistoquimica, onde linfomas de origem B apresentam imunorreatividade positiva
para CD79a e negativa para CD3, enquanto os linfomas de origem T s&o reativos ao
CD3. Esta imunorreatividade pode ser mista, quando a reagéo ocorre com 0s dois
anticorpos marcadores ou nula, quando a nao existe reatividade tanto para CD3
quanto para CD79a (JACOB; MESSICK; VALLI, 2002; VAIL; YOUNG, 2007,
DALECK; CALAZANS; DE NARDI, 2009).
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Os sintomas observados nos pacientes com linfoma sao bastante variaveis,
dependendo do local de desenvolvimento do tumor (TESKE; 1994, VAIL, 2003;
DALECK; CALAZANS; DE NARDI, 2009). Os pacientes com linfoma multicéntrico
em estagio inicial podem ser assintomaticos, apresentando somente
linfonodomegalia periférica e esta pode estar associada ou nao a
hepatoesplenomegalia e ao envolvimento da medula 6ssea. Em estagios mais
avancados os animais podem apresentar edema generalizado ou restrito aos
membros, secundario a drenagem linfatica comprometida, e sintomas inespecificos
como vOmitos, diarréia, caquexia, disorexia e anorexia, poliuria e polidipsia,
associadas a hipercalcemia, apatia e febre. Animais com aumento dos linfonodos
mediastinais ou infiltracdo pulmonar podem apresentar taquipnéia e districdo
respiratoria grave (VAIL; YOUNG, 2007; DALECK; CALAZANS; DE NARDI, 2009).

A estratégia diagnostica para o linfoma multicéntrico deve incluir ndo somente
0S exames citologico e/ou histopatolégico dos linfonodos envolvidos, como também
hemograma, contagem de plaquetas, avaliacdo laboratorial de rins e figado, exame
de urina e mielograma. A avaliacdo radiografica do térax, assim como a ultra-
sonografia abdominal, também devem ser realizadas. Estes exames auxiliam na
determinacao da extensédo da doenca e permitem o estadiamento clinico do paciente
(TESKE, 1994; VONDERHAAR; MORRISON, 1998; VAIL; YOUNG, 2007; DALECK,
CALAZANS; DE NARDI, 2009).

A anemia é a alteracdo hematolégica mais observada nos pacientes com
linfoma e geralmente € de grau leve a moderado, normocitica e normocrémica,
caracterizando a anemia de doenca cronica. A trombocitopenia pode estar presente
em 30 a 50% dos pacientes, mas alteracdes hemostaticas e hemorragias nao
costumam ser observadas. Outras alteragbes como leucocitose por neutrofilia,
linfocitose e presenca de células linfoides atipicas na circulacdo também podem
estar presentes no hemograma de pacientes com linfoma (TESKE, 1994;
VONDERHAAR, 1998; VAIL; YOUNG, 2007).

O estadiamento clinico dos pacientes com linfoma é determinado levando-se
em conta a extensdo da doenca e a presenca ou nao sintomas sistémicos. O
estadiamento clinico obedece a critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial da

Saude (Quadro 1) e é de fundamental importancia para se estabelecer o prognostico
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e determinar a melhor conduta terapéutica (DALECK; CALAZANS; DE NARDI,
2009).

ESTAGIO [DESCRICAO
I Envolvimento limitado a um Unico linfonodo ou tecido linféide em um Gnico 6rgdo (excluindo a medula dssea).

I Envolvimento de varios linfonodos em uma (nica regido

[ Envolvimento generalizado dos linfonodos.

v Envolvimento do figado ou bago (com ou sem envolvimento de varios linfonodos)

v Manifestacdo no sangue periférico e envolvimento da medula 6ssea e/ou outros 6rgaos.
SUBESTAGIOS

Subestadio a: animal assintomatico.

Subestadio b . animal sintomatico

Quadro 1 - Estadiamento clinico para linfomas em animais domésticos segundo a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS).

O linfoma, assim como outros tipos de canceres, promove nos pacientes além
dos efeitos relacionados diretamente ao tumor, outras alteracfes indiretas
denominadas sindromes paraneoplasicas (SPN), que compreendem um grupo
diverso de alteracdes na estrutura ou funcdo do organismo, associadas a acado nao
invasiva de determinadas neoplasias. Acontecem em locais distantes do tumor
primario e independem do seu tamanho, localizacdo, presenca de doenca
metastatica e atividade fisiologica do tecido de origem (VONDERHAAR;
MORRISON, 1998; OGILVIE, 2000; VAIL; YOUNG, 2007).

A enfermidade paraneoplasica pode acompanhar o desenvolvimento do tumor
e, nestes casos, com o0 tratamento e resolucdo da neoplasia, 0s sintomas
associados a sindrome desaparecem mas, em muitas situagbes, a SPN é
diagnosticada antes do tumor primario, indicando assim a sua presenca ou ainda a
sua recorréncia. Deste modo, estas alteracbes podem servir de marcador da

presenca de determinados tipos de cancer (VAIL, 2003).

As sindromes paraneoplasicas mais comumente relacionadas ao linfoma
canino sdo a hipercalcemia, gamopatia monoclonal, trombocitopenia, neuropatia,
miastenia gravis, caquexia e anemia (VONDERHAAR; MORRISON, 1998;
DHALIWAL; KITCHELL, 2003; VAIL; YOUNG, 2007).

A presenca de sindromes paraneoplasicas, assim como o0 sub-estagio da

doenca (a ou b) e o estado geral do paciente, influenciam o tipo de tratamento a ser
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instituido, assim como a sua resposta (DHALIWAL; KITCHELL, 2003; VAIL; YOUNG,
2007). O linfoma multicéntrico caracteriza-se por ser uma doenga sistémica e por
essa razdo o tratamento escolhido deve ter essa mesma caracteristica. Por este
motivo, a quimioterapia antineoplasica € a modalidade terapéutica de escolha para o
tratamento desta neoplasia. Existem vérios protocolos de tratamento e, em geral, 0s
esquemas com multiplos farmacos tém resultados superiores aos que utilizam um
anico antineoplasico, promovendo uma maior taxa de resposta e tempo de sobrevida
(VAIL, 2003; VAIL; YOUNG, 2007).

O prognéstico para o linfoma canino € variavel e dependente de varios fatores
como estagio e sub-estagio clinico conforme a OMS, grau histologico,
imunofendtipo, tratamento quimioterapico prévio ou uso de corticosteroides, indice
de proliferacdo celular (Ki-67), indice mitdtico, presenca de co-morbidades e
sindromes paraneoplasicas, como a hipercalcemia e a anemia (TESKE et al., 1994;
KIUPEL; TESKE; BOSTOCK, 1999; OGILVIE; MOORE, 2000; DHALIWAL;
KITCHELL, 2003; VAIL; YOUNG, 2007).

Em humanos a presenca de anemia paraneoplasica € um fator progndstico
negativo para a grande maioria das malignidades (CARO et al.; 2001; CLARKE;
PALLISTER, 2005), aumentando o risco de morte para 65%. Nos pacientes com
linfoma ndo Hodgkin, a anemia é um fator progndstico negativo independente para
tempo de sobrevida e tempo livre de doenca, além de ser um fator preditivo negativo
para resposta ao tratamento (MOULLET et al. 1998; BLOHMER et al., 2005;
CLARKE; PALLISTER, 2005).

Em cées esta relacdo ainda ndo esta bem definida, entretanto, Abbo e Lucroy
(2007) em seu estudo, demonstraram a presenca de uma relacdo progndstica
negativa entre a presenca de anemia no momento do diagnostico e o tempo de
sobrevida em cdes com linfoma multicéntrico. Esta relagao foi confirmada por Miller
et al. (2009).

A anemia esta presente em aproximadamente 30% dos pacientes com alguma
malignidade. Nos pacientes com linfoma de Hodgkin, pode ser observada em até
40% dos casos (DICATO, 2003; HOHAUS et al., 2010). Em cées com linfoma, a
anemia esta presente em dois tercos dos pacientes no momento do diagnostico
(MADEWELL, FELDMAN; 1980).
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Diversos mecanismos, atuando isoladamente ou em conjunto, podem contribuir
para a anemia associada as neoplasias. Alteragcbes no metabolismo do ferro,
reducdo do numero de células progenitoras eritréides, infiltracdo medular,
hiperesplenismo, aumento nos niveis de citocinas inflamatérias, deficiéncia relativa
de eritropoietina (Epo), diminuicdo do tempo de vida das hemacias, estado
catabdlico observado em pacientes com cancer e deficiéncia nutricional, podem
resultar em uma reducdo no numero de eritrocitos circulantes, assim como das
plaguetas e leucocitos (CARO et al., 2001; DICATO, 2003; HENRY, 2007;
ADAMSON, 2008). Uma diminuicdo desproporcional apenas no numero de células
vermelhas sugere fortemente uma outra causa, por exemplo, mecanismos
imunomediados. A interpretacdo correta desses mecanismos permite tratamento
apropriado e influencia fortemente o curso e prognéstico da doenca (MADEWELL,;
FELDMAN; 1980).

Em cdes com linfoma, a anemia pode ser de origem hemolitica, secundéria a
infiltracdo medular ou associada a doenca inflamatéria, que leva a alteracdes no
metabolismo do ferro, diminuicdo do tempo de vida das hemacias e reducdo da
resposta eritropoietica (MADEWELL; FELDMAN; 1980, TESKE et al.,, 1994;
LUCROY et al., 1998; VAIL; YOUNG, 2007; MILLER et al. 2009).

A anemia da doenca inflamatdria crénica, assim como em outras neoplasias € o
mecanismo mais comum na etiopatogenia da anemia no linfoma. Esta se caracteriza
por ser pouco ou nao regenerativa, normocitica e normocrémica. O seu mecanismo
envolve a diminuicdo da resposta da medula 6ssea a Epo, assim como diminuicéao
da sua producdo, liberacdo inadequada do ferro estocado no sistema
reticuloendotelial, gerando um quadro de hipoferremia relativa. Finalmente, como
acontece com praticamente todos as anemias hipoproliferativas, h4 uma reducdo no
tempo de sobrevivéncia de células vermelhas na circulacio (MADEWELL,
FELDMAN; 1980; LUCROQY et al 1998; ADAMSON, 2008; HOHAUS et al, 2010).

Citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucinas (IL)-1 e IL-6,
interferon v, liberadas pelas células tumorais e/ou pelo sistema imune em resposta
ao quadro inflamatorio, sdo os principais fatores envolvidos no mecanismo acima
descrito (DICATO, 2003; CLARKE; PALLISTER, 2005) Este grupo de citocinas, em

seres humanos, aumenta a expressdo de hepcidina, um peptideo de fase aguda
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liberado pelo figado, levando a diminuicdo da absorcédo de ferro pelo intestino e
blogueio da sua liberagdo do sistema reticuloendotelial e do figado; além disso, o
TNF-a pode anular ou diminuir os efeitos da Epo (DICATO, 2003; ADAMSON, 2008;
HOHAUS et al., 2010), parte do efeito inibitério das citocinas sobre a hematopoiese,
se da por intermédio de radicais livres, um exemplo sdo as ceramidas, que servem
de mediadores dos efeitos inibitorios do TNF-a e interferon y sobre os progenitores
hematopoiéticos, exercem parte da sua acdo por meio de espécies reativas do
oxigénio. Assim, a reducdo nas defesas antioxidantes também pode estar envolvida
no desenvolvimento deste tipo de anemia (DALLALIO; MEANS, 2003).

Estudos recentes referem que o estresse oxidativo € um mecanismo comum em
diversas doencas e que pode levar a morte celular (SCANDALIOS, 2005). Nos
eritrécitos, pode resultar em hemdlise, que € um dos mecanismos patogénicos da
anemia no paciente com cancer (MADEWELL; FELDMAN; 1980; ZIMA et al., 1996;
JOZWIK et al, 1997; CAVDAR et al., 2003; DARIYERLI et al., 2004). As substancias
promotoras do estresse oxidativo sdo capazes de diminuir o tempo de vida das
hemécias circulantes, pela desnaturacdo das proteinas e peroxidacdo de lipidios da
membrana eritrocitaria (CAVDAR et al., 2003; LUSTOZA, M. D, 2004).

Além da anemia da doenca cronica, a anemia hemolitica imunomediada também
pode estar presente nos animais com linfoma, assim como a diminuicdo dos
eritrécitos secundéaria a infiltracdo medular. No Ultimo caso, a anemia é
acompanhada de trombocitopenia e leucopenia (MADEWELL; FELDMAN; 1980;
VAIL; YOUNG, 2007). O quadro hemolitico observado em alguns destes pacientes
pode se dar devido a alteracdes na morfologia ou ainda fragmentacdo da membrana
do eritrocito durante a passagem por um vaso sanguineo anormal (DALECK;
CALAZANS; DE NARDI, 2009).

Os eritrécitos sdo altamente suscetiveis a acdo dos agentes oxidantes, uma vez
gque sua membrana plasmatica € rica em lipidios insaturados, contém grande
namero de grupos sulfidrila (SH), as concentracdes de oxigénio sdo elevadas e o
ferro, um potente catalisador da peroxidagdo, esta presente em quantidades
elevadas nestas células (JOZWIK et al; 1997; DEVASENA; PADMA, 2001).

Alteragbes nas propriedades da membrana eritrocitaria secundarias ao dano

oxidativo, interferem na permeabilidade, flexibilidade, antigenicidade e fragilidade da
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célula e, consequentemente, diminuicdo do seu tempo de vida, especialmente pelo
aumento da suscetibilidade a hemolise e sequestro esplénico precoce (DEVASENA;
PADMA, 2001; CAVDAR et al, 2003; FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008). A
fragilidade osmotica eritrocitaria tem sido utilizada para avaliacdo de alteracfes na
permeabilidade da membrana eritrocitaria, encontrando-se aumentada em doencas

onde se observa aumento da peroxidacao lipidica (DARIYERLI et al., 2004).

Muitos fatores intrinsecos e extrinsecos influenciam a fragilidade osmética dos
eritrécitos, ocorrendo diminuicdo ou aumento em condi¢des diversas (JAIN, 1986).
Segundo Perk et al. (1964), a fragilidade osmatica é influenciada por fatores como a
forma, o volume e o tamanho do eritrécito, o tipo e a quantidade de hemoglobina,
diferencas na viscoelasticidade das membranas celulares bem como na composicao

quimica e estrutural das mesmas.

Estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a producédo de
espécies reativas do oxigénio (EROs) e as defesa antioxidantes do organismo
(FETTMAN, 1991). Pode ocorrer por aumento na producdo de EROs e/ou
diminuicdo da capacidade antioxidante da célula, secundéaria a diminuicdo nos niveis
de antioxidantes ndo enzimaticos (vitamina E, vitamina C, glutationa) e/ou
enzimaticos (superdoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase). Esta
diminuicdo pode ser consequéncia da modificacdo da expressao genética destes
antioxidantes, maior demanda do organismo ou diminuicdo da ingestao pela dieta
(KLAUNIG et al., 1997; GUVEN et al., 2000; KARIHTALA; SOINI, 2007 ).

As EROs compreendem um grupo variavel de metabdlitos ativos formados a
partir do metabolismo do oxigénio, que possuem em sua estrutura quimica um
elétron livre, o que Ihes confere uma alta instabilidade e uma grande capacidade de
reagir com diferentes moléculas presentes nas estruturas celulares (GARCEZ et al.,
2004; KARIHTALA; SOINI, 2007). Em condicdes fisiologicas, o oxigénio (O,) sofre
reducdo resultando na formacdo de éagua (H,O). Durante este processo sao
formados intermediarios reativos, como os radicais superdxido (O2), hidroperoxila
(HO,), hidroxila (OH) e o peréxido de hidrogénio (H,0,) (FERREIRA; MATSUBARA,
1997).

Os produtos do metabolismo do oxigénio podem ter origem endogena, exdgenas
ou ambas. A producao enddgena é resultado do metabolismo celular para producao
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de energia, através da cadeia respiratdria mitocondrial, da ativacdo das células
fagocitarias e da detoxificagdo de xenobidticos. Mecanismos exdgenos incluem
radiacbes ionizantes e componentes quimicos como alguns quimioterapicos
antineoplasicos, que geram reacfes de reducdo-oxidacdo (redox) (ABBA;
LICHTMAN; POBER, 2003; KARIHTALA; SOINI, 2007; VALDIVIA et al., 2009).

Espécies reativas do oxigénio e outros radicais livres sdo conhecidos por serem
mediadores de mudancas fenotipicas e genotipicas que levam a mutacdo que, em
dltima andlise pode gerar uma neoplasia. Em condi¢cdes patologicas certas
alteracdes metabolicas geram uma quantidade excessiva de EROs que danificam
lipidios, proteinas e DNA. Estas alteracdes tém sido associadas a iniciacao,
promocao e progressao da carcinogénese (TOYOKUNI et al., 1995; GARCEZ et al.,
2004; KARIHTALA; SOINI, 2007; BATTIST, et al., 2008). Em medicina veterinaria, o
dano oxidativo tem sido associado a doencas cardiacas, sindrome da reperfusao,

linfoma e neoplasias mamarias (WINTER et al., 2009).

Abou-Seif; Rabia; Nasr (2000) e Devi et al. (2000) observaram que os radicais
livres do oxigénio produzidos pelas células tumorais dos pacientes com linfoma séo
responsaveis por aumentar o estresse oxidativo e dano celular, sendo este fato
demonstrado pelo aumento da peroxidacdo de lipidios, fragilidade osmotica

eritrocitaria e mudancas na atividade das enzimas antioxidantes.

A peroxidacdo dos componentes da membrana plasmatica induzida pelo
estresse oxidativo € prejudicial, uma vez que leva a alteracdes nas propriedades
biol6gicas da membrana, como citado anteriormente. Esta a¢cdo nociva dos radicais
livres leva ainda a inativacdo de receptores de membrana e/ou enzimas,
prejudicando a funcdo celular normal e aumentando a permeabilidade do tecido
(ABOU-SEIF; RABIA; NASR, 2000; DALLE-DONNE et al., 2006), além disso, a
peroxidacao lipidica pode amplificar o dano celular através da geracao de produtos
oxidados, alguns dos quais sdo quimicamente reativos, podendo reagir com
macromoléculas como proteinas, DNA e fosfolipidios, modificando suas
propriedades, além de gerar compostos estaveis que estdo envolvidos na patogenia
de varias doencas (DALLE-DONNE et al., 2006).

As EROs possuem uma meia vida muito curta, em torno de nanosegundos, 0

que torna impraticavel a sua mensuracdo (LOCATELLI et al., 2003), por isso, 0s
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produtos da peroxidacgao lipidica, por serem relativamente estaveis, sdo utilizados
como biomarcadores de estresse oxidativo. Estas substancias séo aldeidos, sendo o
principal deles o malondialdeido, que pode ser medido no plasma e na urina como
um indicador indireto de estresse oxidativo. Assim, a presenca aumentada de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (malondialdeido) € um parametro
indicativo de estresse oxidativo, pois representa a peroxidacdo de acidos graxos da
membrana celular pelas EROs. (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990; DALLE-
DONNE et al., 2006).

As EROs de maior destaque séo o anion superoéxido, radical hidroxila e peroxido
de hidrogénio (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003). O radical superoxido (O;) € o
radical mais abundante nas células, sendo o primeiro a ser formado apés a reducéo
do O, e é gerado, principalmente, por meio da cadeia de transporte de elétrons no
interior das mitocdndrias; neste caso a sua producdo envolve enzimas como O
NADPH redutase e a citocromo C redutase. Pode ser gerado também na membrana
de células fagocitarias, como neutréfilos, mondécitos e macréfagos, para defesa
antibacteriana; neste caso a sua producdo se da devido a ativacdo da enzima
NADPH oxidase, presente na membrana destas células (GARCEZ et al., 2004;
KARIHTALA; SOINI, 2007; MANDELKER, 2008; VALDIVIA et al., 2009).

O radical superéxido € um radical livre de baixa reatividade, atuando na maioria
das reac6es como um agente redutor, seu efeito toxico esta relacionado ao seu
potencial de gerar o radical peroxido de hidrogénio (H20O,), que apds reacdo com 0
ion ferro forma o radical hidroxila (OH), altamente reativo, que reage de maneira
rapida e inespecifica com qualquer estrutura proxima ao seu sitio de formacéo
podendo lesar DNA, lipidios, proteinas e carboidratos (GARCEZ et al., 2004;
MANDELKER, 2008). A toxicidade do radical superoxido também é consequiéncia da
sua capacidade em inativar enzimas que contenham ferro ou enxofre e iniciar a
peroxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados das membranas celulares, ou ainda
devido a reacdo com compostos carbonilicos e carbonos halogenados, formando
radicais mais reativos e nocivos ao organismo. (TISDALE; MAHMOUD, 1983;
GARCEZ et al., 2004; VALDIVIA et al., 2009).

A produgéo do radical superoxido ocorre em diferentes compartimentos dentro

da célula e devido a inabilidade de cruzar as membranas celulares observam-se
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concentracdes distintas deste radical na matriz extracelular, no citosol e no interior
das mitocondrias, como consequéncia desta distribuicdo, o dano gerado pode se dar
por diferentes vias (VALDIVIA et al., 2009).

As defesas celulares contra EROs incluem enzimas como a superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase, assim como substancias nao
enzimaticas como glutationa, &cido ascoérbico e carotendides (HORL, 2002;
NEUMANN et al., 2003).

A superoxido dismutase (SOD), uma metaloenzima descrita por McCORD e
Fridivich em 1969, corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos
prostéticos em sua composicéo. E considerada a primeira barreira antioxidante dos
sistemas eucariotos, sendo responsavel pela dismutacédo do radical superdoxido em
perdxido de hidrogénio, que é menos reativo e pode ser degradado por outras
enzimas. Sao descritas quatro isoenzimas da SOD, presentes em diferentes
compartimentos celulares (espaco extracelular, citosol e mitocéndrias) seguindo a
distribuicdo de producdo do O, conforme citado anteriormente. Estas isoenzimas
diferem entre si pelo metal ligado ao seu sitio ativo, que pode ser o cobre, 0 zinco, 0
manganés e o ferro (VALKO et al., 2006; BORELLA; VARELA, 2004; VALDIVIA et
al., 2009).

A primeira isoenzima a ser caracterizada foi a SOD-CuZn, também chamada de
SOD 1, que esta presente no citoplasma, nucleo e plasma e é a forma mais
abundante no organismo. A SOD 2 caracteriza-se por ter 0 manganés no seu grupo
prostético, encontra-se no interior das mitocéndrias, local de maior consumo de
oxigénio e consequentemente maior liberagéo de radicais livres, por este motivo esta
isoforma é considerada a principal defesa antioxidante celular (BORELLA; VARELA,
2004; KARIHTALA; SOINI, 2007).

A SOD-Fe é encontrada somente em bactérias, algas e vegetais superiores
(BORELLA; VARELA, 2004) e a ultima isoforma a ser caracterizada foi a SOD
extracelular (EC-SOD ou SOD 3), que contém o0 cobre e 0 zinco e possui ainda, um
peptideo sinalizador, que a direciona exclusivamente para o espacgo extracelular
Diferente das isoformas 1 e 2, esta encontra-se restrita a alguns tecidos, como o
endotélio vascular do musculo liso, células alveolares tipo Ill, cornea e esclerotica
(BORELLA; VARELA, 2004; VALDIVIA et al., 2009).
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A SOD-Mn é uma das mais importantes enzimas antioxidantes com atividade
antitumoral em mamiferos e em humanos e estd relacionada a tumores de
comportamento mais agressivo, como no caso das neoplasias gastrintestinais, onde
0 aumento da expressao da SOD 2 esta relacionada a um pior prognostico, estagios
mais avancados da doenca e fendtipo para desenvolvimento de metéastases,
sugerindo que niveis aumentados desta enzima inibem o crescimento tumoral por
um curto espaco de tempo, selecionando células com fenétipo mais agressivo, mas
esta informacdo € contraditoria, uma vez que alguns estudos demonstram que o

aumento da sua expressdo estd relacionado a inibicdo do crescimento tumoral.
(VALKO et al, 2006; KARIHTALA; SOINI, 2007; VALDIVIA et al, 2009).

A avaliacdo do estado antioxidante, dos niveis de enzimas antioxidantes, como a
SOD e de substancias provenientes da peroxidacao lipidica servem de marcadores
bioldgicos do estresse oxidativo e que em muitos casos de neoplasias encontram-se
alterados em relacdo aos animais normais. Estudos tém demonstrado alteracdes
destes biomarcadores em cédes com linfoma, estes animais quando tratados
restabelecem parcialmente o seu balango redox, mas este ndo retorna totalmente a

normalidade, quando comparado com os animais saudaveis (WINTER et al., 2009).

Segundo Vajdovich et al. (2005), neoplasias linféides proliferativas, mas pouco
diferenciadas estdo sob forte estresse oxidativo in vivo, que ndo afeta apenas o
tecido tumoral, mas também a atividade da superoxido dismutase. Em seu estudo,
em caes, ao se comparar os niveis de SOD no tecido linfatico doente e sadio
observou-se diminuicdo da concentracdo desta enzima no tecido tumoral, sugerindo
a presenca de estresse oxidativo e disfuncdo parcial dos mecanismos antioxidantes
no linfoma. Como conseqiiéncia os linfécitos tumorais liberam grande quantidade de
anion superoxido, que pode se difundir para o interior de glébulos vermelhos,
podendo reagir com o ferro ou o peroxido de hidrogénio iniciando o dano oxidativo.
Como consequéncia as reservas antioxidantes sao estimuladas na tentativa de
protecdo contra o dano oxidativo (OBERLEY e BUEFTNER, 1979; DEVI et al.,
2000).

Alteragbes nos niveis de SOD tém sido observadas em diferentes neoplasias,
com resultados variados quando relacionadas aos tumores hematopoiéticos.

Gonzales et al., 1984 demonstraram um aumento marcante da SOD eritrocitaria nos
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pacientes com linfoma ndo Hodgkin, quanto comparados com 0 grupo controle e
pessoas acometidas por tumores viscerais, ja Saito et al., 1984 e BEWICK; Coutie;
Tudhop (1987), observaram uma diminuicdo dos niveis de SOD nestes pacientes.
Resultado semelhante foi observado por Vajdovich et al. (2005), em seu estudo com

caes.
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista 0s mecanismos de estresse oxidativo envolvidos na
diminuicdo da meia vida das heméacias e, sendo essa diminuicdo um dos fatores que
pode levar & anemia nos casos de linfoma, foram objetivos deste estudo determinar
a presenca de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico e o estado antioxidante
total, além das concentracdes eritrocitarias de superoxido dismutase e a fragilidade
osmotica eritrocitaria, em caes higidos e com linfoma multicéntrico com e sem
anemia, para avaliar a influéncia desses mecanismos no desenvolvimento das

anemias associadas a essa neoplasia.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 ANIMAIS

3.1.1 Grupo controle

Constituiu este grupo 20 cades higidos adultos de ambos os sexos,
domiciliados ou provenientes do Canil do Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo,
com ou sem definicdo racial, cuja anamnese, exame clinicos, parametros
hematoldgicos e bioquimicos atestaram a higidez. As amostras de sangue foram

submetidas aos mesmos procedimentos realizados para o grupo experimental.

3.1.2 Grupo experimental

Fizeram parte deste grupo 24 cées, de ambos os sexos e idades variadas,
com ou sem definicdo racial e com diagnéstico de linfoma multicéntrico,
provenientes do atendimento do Servico de Clinica Médica e de Pronto
Atendimento Médico de Pequenos Animais, do Departamento de Clinica Médica /
Hospital Veterinario da FMVZ-USP, Servico de Oncologia Veterinaria do
“‘“PROVET” de Sao Paulo-SP e do Servico de Oncologia Veterinaria do “SCAN —
Saude e Ciéncia Animal” de Campinas-SP. Os animais foram subdivididos em

dois subgrupos:

e G1: composto por 10 animais com diagndstico de linfoma e sem
anemia (Ht > 38%).

e (G2: composto por 14 animais com diagndéstico de linfoma e com
anemia (Ht < 38%).

Para diagnéstico do linfoma foram realizados anamnese e exame fisico de
acordo com protocolo do Departamento de Clinica Médica e biopsia aspirativa com
agulha fina, e posterior analise citolégica do material coletado, dos linfonodos
alterados, dando-se sempre a preferéncia aos linfonodos cervicais superficiais e

popliteos, quando alterados.
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3.1.21 Critérios de exclusao

Os critérios de excluséo utilizados para formacao do grupo experimental foram:

e Presenca de cardiopatia sintomatica, hepatopatia ou doenca renal.

e Presenca de outras neoplasias concomitantes ou ja tratadas.

¢ Inicio da terapia com corticosterodide prévia ao diagndstico.

e Tratamentos quimioterapicos prévios.

e Alteragbes no hemograma compativeis com anemia hemolitica imuno-

mediada.

3.1.2.2 Definicdo da anemia

A determinacdo da anemia foi realizada com base nos valores utilizados
por ......... , onde pacientes com valores de Ht = 37% foram considerados nao
anémicos e 0s animais com valores inferiores ao referido acima foram

direcionados ao grupo doa pacientes anémicos.

3.2 EXAMES COMPLEMENTARES

3.2.1 Hemograma

A contagem das células sangtiineas e plaquetas foi determinada em contador
automatico ABC Vet® (Horiba ABX — Sao Paulo — Brasil) de uso veterinario. A
contagem diferencial dos leucdcitos e a avaliacdo morfolégica de hemécias e
leucocitos foram realizadas em esfregaco sanglineo corado pelo corante de
Rosenfeld (BIRGEL, 1982). O hemograma foi realizado apds o diagndstico e antes

do inicio do tratamento quimioterapico.
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3.2.2 Bioquimica sérica

As andlises bioquimicas foram realizadas em analisador automatico (Lyasis-
Roche®), de acordo com os padrdes do Laboratério Clinico do Departamento de
Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da USP,
utilizando-se, quando necessario, kits comerciais. Essas analises envolveram a
avaliacdo da funcéo renal através das dosagens de uréia e creatinina e da funcéo
hepética através das dosagens séricas de proteinas totais, albumina, alanina
aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA).

¢ Alanina aminotransferase (ALT): Biosystems — método cinético ultravioleta.
e Fosfatase Alcalina (FA): Biosystems — método cinético colorimétrico.

e Albumina: método colorimétrico do Verde de Bromocresol.

e Proteinas séricas totais: método colorimétrico do Biureto.

e Creatinina: método colorimétrico de Jaffé modificado (picrato alcalino).

e Uréia: método enzimatico da Urease / GLDH, em ultravioleta: Diasys.

3.2.3 Mielograma

O mielograma foi realizado em todos 0s animais pertencentes ao grupo
experimental. Para colheita do material estes foram submetidos & anestesia geral,
recebendo como medicacdo pré-anestésica a acepromazina a 0,2% (na dose de
0,05 mg/Kg) e anestesiados com propofol (ha dose de 5,0 mg/Kg). As amostras
foram obtidas por puncéo rotacional e aspiracdo, com auxilio de uma seringa, da
medula éssea, realizada na crista iliaca ou manubrio do esterno, utilizando-se
agulhas comerciais descartaveis ou especificas para esse procedimento. O
esfregaco do material foi confeccionado no momento da coleta e submetido a

coloracgéo pela técnica de Rosenfeld para leitura posterior.



38

3.2.4 Exames de imagem

Os animais pertencentes ao grupo experimental foram avaliados, ainda
através de RX de térax nas projecOes latero-lateral direita, latero-lateral esquerda e
ventro-dorsal, de acordo com os métodos utilizados na rotina do Servico de
Diagnostico por Imagem do Hospital Veterinario da FMVZ-USP e ultra-sonografia
abdominal, utilizando-se trandutores de 5,0 e 7,5 MHz, de acorde com o porte e
peso do animal, para observacbes do comprometimento dos Orgdos internos e

posterior estadiamento clinico.

3.2.5 Estadiamento do linfoma

Foi realizado com base no estadiamento clinico para linfomas em animais

domeésticos da Organizagdo Mundial de Saude (OMS).

I. Envolvimento limitado a um unico linfonodo ou tecido linféide em um Unico
orgéo (excluindo a medula 6ssea).
Il. Envolvimento de véarios linfonodos em uma Unica regido
[ll. Envolvimento generalizado dos linfonodos.
IV. Envolvimento do figado ou baco (com ou sem envolvimento de Varios
linfonodos).
V. Manifestacdo no sangue periférico e envolvimento da medula 6ssea e/ou outros
orgaos.
Todos os estadios podem ser subdividios em
Subestadio a: animal assintomatico.

Subestadio b. animal sintomatico.



39

3.3 EXAMES ESPECIFICOS

3.3.1 Determinacdao intraeritrocitaria de superdxido dismutase

A determinacéo da atividade da superoxido dismutase foi realizada utilizando-
se kits comerciais (SD 125 — RANDOX Laboratories, Crumlin/UK) adaptados para
uso em analisador bioquimico automatico (Liasys® AMS, Rome, ltaly ou Labmax
240® Tokyo Boeki Ltd., Tokyo, Japan). O método é baseado na inibicdo da reacédo
entre o composto 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio cloreto e o radical
superoxido que originam um composto de coloracdo avermelhada. Nesse método
utiliza-se xantina e xantina oxidase como geradores de radicais superoxido. A
atividade da enzima foi mensurada pelo grau de inibicdo da reacdo em comprimento
de onda de 505 nm (WOOLLIAMS; WIENER, 1983).

Para a determinacdo da superoxido dismutase, a papa de hemacia
previamente armazenada em microtubos foscos foi descongelada em banho de
agua a 30 °C. Em seguida foi adicionado cerca de 400 uL de agua ultrapura a 4 °C.
O material foi mantido em geladeira durante 10 minutos e centrifugado em centrifuga
para microtubos a 11200 G durante 2 minutos. O sobrenadante foi diluido 200 vezes
em tampao fosfato 0,01 molares; pH 7,0 antes da analise. Foi determinada a
concentracdo de hemoglobina do hemolisado, com o resultado final expresso em

unidades de enzima por grama de hemoglobina.

Todas as determinacbes de superdxido dismutase foram realizadas num

periodo maximo de 30 dias apés a colheita da amostra.

3.3.2 Determinacgédo da concentracdo plasmatica das substancias reativas ao

acido tiobarbitlarico

A determinacdo das concentracdes plasmaticas das substancias reativas ao

acido tiobarbittrico foi realizada pelo método do &cido tiobarbiturico conforme
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descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990), em que se promove a reacédo do
malondialdeido e outros aldeidos com o &cido tiobarbitirico em meio aquecido,
submetendo-se, apos, ao resfriamento rapido e a mensuracdo da absorbancia,

realizada em comprimento de onda de 535 nm.

Primeiramente, acrescentou-se 500 pL de plasma da amostra ou padrao a
1000 pL de acido trilcloroacético a 10%; em seguida a amostra foi homogeneizada
no vortex e centrifugada a 1900 G durante 15 minutos. Apds a centrifugacao foram
pipetados 750 uL do sobrenadante que foram adicionados a 750 pL de &acido
tiobarbitdrico 1% dissolvido em solucéo de hidroxido de sodio a 0,05 M. O mesmo
procedimento foi realizado para os padrdes e para o branco de reacdo que utiliza
agua purificada. Em seguida, todos os tubos foram colocados em banho de agua
fervente (100 °C) durante 10 minutos e resfriados em agua gelada durante 5
minutos. A leitura da densidade éptica foi realizada em comprimento de onda de 532

nm.

Os padrbes de malondialdeido bisdimetil utilizados para confeccdo da curva

de calibragao apresentardo concentragoes de 1, 5 e 10 ymolar.

A concentrac@o de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico das amostras
foi calculada com base na equacédo de reta obtida da curva das solu¢gdes padrao e
das leituras de densidade Optica das mesmas.

3.3.3 Avaliacdo do estado antioxidante total (TAS)

A avaliacdo do TAS foi realizada no soro sanguineo dos animais, utilizando-se
o kit comercial Randox -Total antioxidante status-NX2332. O acido sulfénico
2.2’azino dietil-benzotiazolinico (ABTS) foi incubado com a peroxidase
(metamioglobina) e peroxido de hidrogénio para produzir o cation ABTS reduzido.
Este é relativamente estavel e apresenta coloracdo azul-esverdeado, o qual é
medido a 600nm. As substancias antioxidantes presentes na amostra impedem a
reacdo, gerando uma reducao na intensidade de cor proporcional & concentracdo de

antioxidantes totais.
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As determinagdes foram realizadas em um periodo méaximo de 6 meses.

3.34 Fragilidade Osmotica Eritrocitaria (FOE)

FOE: Foram pipetados 20 pL de sangue em 16 tubos contendo concentragdes
variadas de NaCl, de 0,85 a 0,1%. Esta técnica permite definir trés parametros:

- a resisténcia eritrocitaria minima: que representa a concentracdo em que se inicia a

hemolise;

- a resisténcia maxima: a concentracdo de NaCl correspondente a hemalise total
(hemolise 100%)’

- a fragilidade corpuscular média: correspondente a concentracao de NaCl em que
se observa 50% de hemdlise.

A andlise do probito foi utilizada para calcular a fragilidade osmotica
eritrocitaria média. A curva cumulativa representa a porcentagem de hemolise obtida
em cada tubo enquanto a curva derivativa é obtida pela aplicacdo do principio do
“incremento hemolitico”, no qual a quantidade adicional de hemdélise que ocorre em
cada tubo, seguindo o decréscimo da concentracdo de solucdo salina, é colocada

contra a respectiva concentracdo dessa solucao.

3.4  ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio de programa estatistico
computadorizado GraphPad Instat versdo 3.01 (1998) e GraphPad Prism, versao
5.03, segundo Petrie e Watson (1999).

Os dados foram, inicialmente, testados quanto a distribuicdo normal,
utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para se verificar a existéncia ou nao
de diferenca significante entre os cées higidos e aqueles com linfoma multicéntrico,
foram utilizados testes estatisticos paramétricos ou nado, de acordo com a

distribuicdo apresentada pelos resultados.
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O teste de andlise de varidncia (ANOVA) foi utilizado na analise dos
resultados do estado antioxidante total. O teste ANOVA ndo paramétrico (Kruskal-
Wallis) foi utilizado para analise dos valores das substancias reativas ao acido
tiobarbittrico e superoxido redutase. Quando comparados 0s grupos controle e de
caes doentes (linfoma com e sem anemia) foi utilizado o teste t de Student néo
pareado para oestado antioxidante total. O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
foi utilizado para substancias reativas ao acido tiobarbitarico e superoxido redutase.

Foram aceitos como estatisticamente significativos valores de p < 0,05.
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O grupo controle foi composto por animais com idade média de seis

anos e meio (minimo de um ano e maximo de 12 anos), sendo 10 fémeas e 10

machos, com ou sem definicdo racial. O quadro 1 apresenta a caracterizacao

dos animais pertencentes a este grupo.

NuUmero Nome do Idade Raca Sexo
Animal (anos)
1 Koda 1 N&o definida Macho
2 Mery 8 N&o definida Fémea
3 Mel 6 Cocker Spaniel Fémea
4 Odie 1 Fox Terrier Macho
5 Pandora 5 Pit Bull Fémea
6 Vicky 5 Poodle Fémea
7 Bob 9 Teckel Macho
8 Amy 1 N&o definida Fémea
9 Gaya 6 N&o definida Fémea
10 Boris 5 Labrador Macho
Pastor de N
11 Fly 3 Shetland Fémea
12 Preta 8 N&o definida Fémea
13 Logan 1 Bulldog Macho
Francés
14 Bambam 12 Lhasa Apso Macho
15 Caramelo N&o definida Fémea
16 Boris 2 N&o definida Macho
17 Bili 2 N&o definida Macho
18 Degas 4 Gol_den Macho
Retriever
Golden N
19 Meg 1 Retriever Fémea
20 Ralph 4 Teckel Macho

Quadro 1 — Caracterizagdo dos animais que compuseram 0 grupo controle -
Séo Paulo -2008 a 2009




44

A caracterizagdo dos animais que compuseram 0S grupos experimentais com
linfoma com e sem anemia, encontra-se descrita nos quadros 2 e 3.

Considerou-se raca, idade, o sexo e o estadiamento clinico do linfoma.

A média de idade dos animais com linfoma multicéntrico foi de nove anos e
meio (minimo de trés anos e maximo de 16 anos). Este grupo foi formado por

24 animais, que foram subdivididos em dois subgrupos:

e G1: constituido por 10 cdes ndo anémicos, sendo trés fémeas e sete
machos, com média de idade de oito anos (minimo de quatro anos e
maximo de 12 anos) com e sem definicao racial.

e G2: constituido por 14 cades anémicos, sendo seis fémeas e oito
machos, com idade média de nove anos e meio (minimo de trés anos e

maximos de 16 anos) com e sem definicao racial.

NGmero NAome do Idade Raca Sexo Estadja_mento
nimal (anos) Clinico

1 Hulk 6 Pit Bull Macho IV

2 Spock 5 Pastor Aleméo Macho IVb

3 Faisca 4 Pit Bull Macho IVa

4 Tico 6 Cocker Spaniel Macho IVa

5 Pirata 12 | Naodefinida | Macho b

6 Boris 8 Labrador Macho IVa

7 Filet 6 Fox Terrier Macho Iva

8 Jade 10 Pastor Aleméo Fémea IVa

9 Nina 10 Labrador Fémea va

10 Natasha 7 Boxer Fémea Iva
Quadro 2 — Caracterizacdo dos caes com linfoma multicéntrico que

compuseram 0 grupo experimental sem anemia - S&o Paulo —
2008 a 20009.
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, Nome do ldade Estadiament
Namero . Raca Sexo P
Animal (anos) o Clinico
1 Laika 10 F|_Ia . Fémea Vo
Brasileiro
2 Fred 14 Poodle Macho Vb
3 Fred 7 Teckel Macho Vb
4 Otto 7 Bernese Macho IVb
5 Hooligan 8 Bull Terrier Macho Va
6 Medilaio 16 Pastgr Macho Vb
Alemao
7 Ledo 12 N&o definida Macho Vb
8 Maisa 10 Setter Inglés Fémea Vb
9 Chitara 12 N&o definida Fémea Vb
10 Romeu 4 N&o definida Macho Vb
11 Boni 7 Cockgr Fémea va
Spaniel
12 Lion 3 Rottweiller Macho IVb
13 Ursula 7 Rottweiller Fémea Vb
14 Sussa 8 Shar-Pei Fémea Va

Quadro 3 — Caracterizagdo dos caes com linfoma multicéntrico que compuseram o

grupo experimental com anemia - Sdo Paulo — 2008 a 2009.

Dos animais pertencentes ao subgrupo G1 seis caes foram classificados
clinicamente com linfoma estagio 1V a (60%), dois no estagio IV b (20%), um no
estagio V a (10%) e um no estagio V b (10%). Dos animais pertencentes ao
subgrupo G2 quatro encontravam-se no estagio VI b (28,57%), trés no estagio
V a (21,43%) e sete no estagio V b (50%).

Os valores obtidos no hemograma dos animais do grupo controle e dos
grupos experimentais com anemia e sem anemia encontram-se nos Apéndices
A, B e C respectivamente, enquanto os dados referentes ao perfil bioquimico
séricos estdo dispostos nos Apéndices D, E F. Os valores considerados como
referéncia para o hemograma foram aqueles descritos por JAIN (1993), e para
a avaliacdo bioquimica sérica, os descritos por KANEKO et al. (1997). Os
resultados do mielograma dos pacientes pertencentes ao grupo experimental
com anemia e sem anemia encontram-se descritos no Apéndice G e H

respectivamente




46

Os valores individuais, a média e o desvio padrdo das concentragdes
eritrocitarias de superoxido dismutase, das concentracfes plasmaticas de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico e do estado antioxidante total dos
cées do grupo controle, cdes com linfoma multicéntrico sem anemia e caes
com linfoma multicéntrico com anemia; estdo demonstrados nas Tabelas 1, 2 e

3 respectivamente.

Foram aceitos como estatisticamente significativos valores de p < 0,05
(Tabela 4)

N&o houve diferenca significante na avaliagcdo das concentracoes
eritrocitarias de superoxido dismutase entre 0 grupo controle, grupo
experimental com linfoma multicéntrico com anemia e grupo com linfoma
multicéntrico sem anemia (p=0,0748.). Entretanto, foi observada diferenca
significante entre o grupo controle e o grupo experimental com linfoma
multicéntrico (p=0,0168). Quando comparados 0s grupos dos animais com
linfoma sem anemia e linfoma com anemia a diferenca também néo foi
significante. (p= 0,884), embora a media dos animais seja menor que a dos

animais sem anemia

N&o houve diferenca significante na avaliacdo das concentracdes
plasmaticas das substancias reativas ao acido tiobarbitlrico entre o grupo
controle, grupo experimental com linfoma multicéntrico com anemia e grupo
experimental com linfoma multicéntrico sem anemia (p = 0,823). A diferenca
também néo foi significante quando se comparou o grupo controle e o grupo

dos animais doentes (p=0,671)

Foi observada diferenga significante no estado antioxidante total entre o
grupo controle e grupo experimental com linfoma multicéntrico e anemia, assim
como entre o grupo controle e grupo experimental com linfoma multicéntrico e
sem anemia (p < 0,0001 e p < 0,0001 respectivamente). Nao houve diferenca
significante quando comparados o0 grupo experimental com linfoma
multicéntrico sem anemia e o0 grupo experimental com linfoma multicéntrico

com anemia.
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Tabela 1 — Hematdcrito (Ht), valores individuais, médias e desvios padréo (DP)
da superoxido dismutase (SOD), substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (MDA) e estado antioxidante total (TAS) de caes do
grupo controle - Sdo Paulo — 2008 a 2009.

Animal Ht % SOD(U/g Hb) MDA(umol/L) TAS(umol/L)

1 53 1920,03 0,625 0,86

2 55 1683,52 0,341 0,77

3 63 2062,93 0,341 0,97

4 46 1839,53 0,667 0,86

5 43 2209,43 0,615 0,9

6 48 2732,98 1,026 0,92

7 52 2564,16 1,128 0,93

8 49 1566,51 1,179 0,88

9 57 2260,56 1,133 0,93
10 56 2870,34 1,026 1,09
11 40 2533,83 0,821 1,02
12 47 221413 0,872 0,86
13 40 3399,12 0,718 0,91
14 48 1562,31 0,564 0,93
15 50 3000,00 0,667 0,85
16 56 2007,76 0,923 0,84
17 49 2468,67 1,026 1,02
18 45 2317,10 1,186 0,78
19 42 2820,60 0,791 0,56
20 47 1955,96 0,565 0,69
Média - 2299,47 0,810 0,88
Mediana - 2237,30 0,80 0,89
DP - 498,99 0,263 0,118

Minimo-méaximo - 1562,31-3399,12 0,341-1,186 0,56 - 1,09
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Tabela 2 — Hematocrito (Ht), valores individuais, médias e desvios padréo (DP)
da superoxido dismutase (SOD), substancias reativas ao acido
tiobarbitlrico (SRATB) e estado antioxidante total (TAS) de caes do
grupo experimental com linfoma multicéntrico sem anemia - Sao
Paulo — 2008 a 2009.

Ht % SOD MDA TAS
Animal
(> 37%) (U/g Hb) (umol/L) (umol/L)
1 53 2318,71 0,909 0,75
2 45 1790,13 0,966 0,64
3 39 3263,16 0,553 0,48
4 46 1571,60 0,323 0,67
5 39 2485,10 1,235 0,51
6 49 1707,80 0,309 0,48
7 45 783,67 0,185 0,6
8 52 566,36 0,309 0,53
9 39 1898,08 1,231 0,73
10 40 1389,43 1,179 0,89
Média - 1777,40 0,712 0,63
Mediana - 1749,00 0,62
DP - 793,58 0,427 0,135

Minimo-méaximo - 566,36- 3263,16 0,185-1,235 0,48 - 0,89
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Tabela 3 — Hematocrito (Ht), valores individuais, médias e desvios padréo (DP)
da superoxido dismutase (SOD), substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (SRATB) e estado antioxidante total (TAS) de cdes do
grupo experimental com linfoma multicéntrico e anemia - Sao Paulo

— 2008 a 20009.
Ht % SOD SRATB TAS
Animal
(< 37%) (U/g Hb) (umol/L) (mmol/L)
1 31 2050,18 0,795 0,68
2 28 1408,28 1,023 0,72
3 35 1740,77 0,852 0,68
4 27 3650,58 1,932 0,64
5 30 1442,04 0,966 0,85
6 28 1371,17 0,184 0,43
7 34 916,37 0,415 0,43
8 24 2403,48 0,415 0,57
9 25 2313,29 0,323 0,53
10 22 2554,65 2,469 0,61
11 27 653,88 0,741 0,64
12 28 1762,35 0,062 0,42
13 31 1414,73 1,975 0,57
14 28 2466,66 1,049 0,67
Média - 1867,74 0,943 0,603
Mediana 1751,60 0,625
DP - 773,49 0,72 0,122

Minimo - maximo - 653,88-3650,58 0,062 - 2,469 0,42-0,85
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Tabela 4 — Valores de significAncia das concentragcfes eritrocitarias de
superoxido dismurase (SOD), concentragbes plasméticas de
malondialdeido (MDA) e estado antioxidante total (TAS) entre os
grupos controle, grupo experimental com linfoma multicéntrico
com anemia e grupos experimental com linfoma multicéntrico
sem anemia — S&o Paulo — 2008 a 2009.

Controle x N&o Controle x Anémico x N&o Controle x
Parametros Anémico Anémico Anémico Doente
SOD NS NS NS P =0,0168
TAS P < 0,001 P < 0,001 P > 0,05 P <0,0001
MDA NS NS NS NS

As meédias e desvio padrdo das concentracbes de NaCl onde foram
observados 50% e 100% de hemolise nos animais do grupo experimental com

anemia e grupos experimental sem anemia estdo descritos na tabela 4.

Tabela 5 — Médias e desvio padrdao das concentracbes de NaCl onde se
observaram 50% e 100% de hemdlise dos caes do grupo
experimental com linfoma multicéntrico sem anemia (G1) e grupo

experimental com linfoma multicéntrico e anemia (G2). S&o Paulo
- 2008 a 20009.

Gl G2

Média e desvio padrao em 50% hemolise 0,35+0,07 0,35+0,13

Média e desvio padrao em 100% de hemolise 0,35+0,06 0,52+0,05
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Gréfico 1 - Representacdo dos valores de mediana e percentis de 25 a 75%
(delimitacdo do quadrilatero) da superoxido dismutase (SOD) dos caes
pertencentes aos grupos controle, linfoma multicéntrico com anemia e

linforna multicéntrico sem anemia - Sao Paulo — 2008 a 2009.
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Grafico 2 - Representacdo dos valores de mediana e percentis de 25 a 75%
(delimitagdo do quadrilatero) da superodxido dismutase (SOD) dos cées
pertencentes aos grupos controle e linfoma multicéntrico — Sdo Paulo —
2008 a 2009.
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Gréfico 3 - Representacdo dos valores de mediana e percentis de 25 a 75%
(delimitacdo do quadrilatero) do malondialdeido (MDA) dos caes
pertencentes aos grupos controle, linfoma multicéntrico com anemia e

linforna multicéntrico sem anemia. - Sdo Paulo — 2008 a 2009.
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Grafico 4 - Representacdo dos valores de mediana e percentis de 25 a 75%
(delimitacdo do quadrilatero) do malondialdeido (MDA) dos cées
pertencentes aos grupos controle e linfoma multicéntrico — Sao - Paulo,
2008 a 20009.
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Gréfico 5 - Representacdo dos valores de mediana e percentis de 25 a 75%
(delimitacdo do quadrilatero) do estado antioxidante total (TAS) dos cédes
pertencentes aos grupos controle, linfoma multicéntrico com anemia e

linforna multicéntrico sem anemia - Sao Paulo — 2008 a 2009.
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Gréfico 6 - Representacdo dos valores de mediana e percentis de 25 a 75%
(delimitag@o do quadrilatero) do estado antioxidante total (TAS) dos caes

pertencentes aos grupos controle e linfoma multicéntrico - Sdo Paul0 —
2008 a 20009.
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Grafico 8 - Curva de regressdo dos valores eritrocitarios de superdxido dismutase

(SOD) e dos valores séricos do estado antioxidante total (TAS) dos

cades sadios com linfoma multicéntrico - Sdo Paulo — 2008 a 2009.
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Gréfico 9 - Curva de regressdo dos valores eritrocitarios de superéxido dismutase

MDA (umol/L)

(SOD) e dos valores de hematodcrito (Ht %) dos cdes sadios e com

linfoma multicéntrico - Sdo Paulo — 2008 a 2009.
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Gréfico 10 - Curva de regresséao dos valores plasmaticos de malondialdeido (MDA) e

dos valores de hematocrito (Ht %) dos cées sadios com linfoma

multicéntrico - S&o Paulo — 2008 a 2009..
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Grafico 11 - Curva de regressao dos valores plasmaticos de malondialdeido (MDA) e
dos valores séricos do estado antioxidante total (TAS) dos caes sadios

com linfoma multicéntrico - Sao Paulo — 2008 a 20009..
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Gréfico 12 - Curvas derivativa e cumulativa da fragilidade osmotica eritrocitaria em
cades com linfoma e anemia e cédes com linfoma sem anemia. Derivativa
— porcentagem de incremento hemolitico ocorrendo em cada tubo
sucessivos a diminuicdo da concentracéo de NaCl versus concentracao
de NaCl. Cumulativa — pocentagem de hemdlise versus concentracéo
de NaCl - Sao Paulo — 2008 a 2009



57

3. DISCUSSAO

As espécies reativas do oxigénio (ERO) sdo geradas em condigcbes
fisiolégicas, como produto do metabolismo aerdbico. Em tecidos tumorais séo
observados aumentos na producdo destes radicais livres como consequéncia de
alteragcbes no metabolismo oxidativo destes tecidos, o que leva a alteracdes
importantes no equilibrio redox, seja pelo aumento na producdo de ERO por estas
células ou diminuicdo da producédo de agentes antioxidantes (GUVEN et al., 2000;
BORELLA; VARELA, 2004; BATTISTI et al., 2008). Estudos recentes evidenciaram

gue caes com linfoma estéo sob forte estresse oxidativo (VAJDOVICH et al., 2005).

Os animais com linfoma avaliados neste estudo apresentaram diminuicao
significante do estado antioxidante total (TAS) em relagdo aos animais do grupo
controle. Este teste avalia de forma geral o sistema antioxidante do organismo, deste
modo, pode-se inferir que os animais do grupo experimental estavam em estresse
oxidativo, uma vez que a sua capacidade antioxidante mostrou-se diminuida. Este
achado pode ser consequéncia de um maior consumo dos agentes antioxidantes ou
secundéario a diminuicdo da sua producdo. Quando os grupos de animais com
linfoma e anemia e linfoma sem anemia foram comparados ndo foi observada
diferenca estatistica no TAS, mostrando que estes animais estdo sob mesmo
estresse oxidativo, respondendo de maneira semelhante ao excesso de radicais
livres liberados pelas células tumorais, independentemente da presenca de anemia.
Devi et al. (2000) demonstraram que, na leucemia, os linfocitos neoplasicos liberam
grande quantidade de radical superdxido, confirmando os achados de Oberley e
Bueftner (1979) e Toyokuni et al. (1995), que avaliaram a liberacdo de ERO e o
estresse oxidativo em diferentes tecidos neoplasicos, confirmando a ocorréncia do

estresse oxidativo na presenca de malignidades.

A diminuicdo do estado antioxidante total observada neste estudo, por outro
lado pode ser relacionada com a redugédo da capacidade antioxidante relatada em
diversos tecidos tumorais, que se da em parte por reducdo relativa dos niveis de
SOD-Mn (OBERLE; BUEFTNER, 1979). Tisdale e Mahmoud (1983) observam
niveis reduzidos de SOD e catalase em linfocitos neoplasicos. Esta falha das

defesas antioxidantes poderia resultar em morte celular por danos a membrana
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celular, secundéria peroxidacdo de &cidos graxos poliinsaturados e ao ataque a

proteinas e acidos nucléicos.

Desequilibrios no metabolismo oxidativo estdo presentes em diversas
afeccdes, como a doenca cardiaca, doenca renal e diabetes, por esse motivo foram
excluidos do grupo de estudos os animais que apresentavam comorbidades e
alteracdes nos exames fisico e laboratoriais que sabidamente pudessem interferir
com as analises aqui realizadas, com isso, procurou-se diminuir as interferéncias
que estas alteracoes pudessem trazer, tornando o teste mais fidedigno ao estado
antioxidante presente nos cades com linfoma. Diante dos resultados apresentados
neste estudo, pode-se inferir que a diminuicdo do estado antioxidante total estaria
relacionada a presenca do linfoma em si e que a anemia observada nos animais do

estudo nao estaria relacionada diretamente a diminuicao das defesas antioxidantes.

A estimativa da capacidade antioxidante total de um organismo pode ser
realizada por meio de varios testes (WINTER et al.,, 2009), ndo existindo um
consenso entre pesquisadores, deste modo foi observado variacBes nas provas de
avaliacdo da capacidade antioxidante entre os trabalhos consultados. Winter et al.
(2009) ao avaliar cédes com linfoma utilizaram o teste de ORAC (capacidade de
absorcdo de radicais oxigénio) para avaliar o estado antioxidante e encontrou
valores elevados, quando comparados com 0s dos animais normais, mostrando um
desbalango no estado redox, resultado semelhante foi observado por Vajdovich et al.
(2005), que avaliaram o estado antioxidante total do tecido linfatico de cdes com
linfoma, através do teste de FRAP, que se baseia na capacidade plasméatica de
reducao do ferro. A falta de uma padronizacéo nos testes dificulta a comparacao dos

resultados.

Apesar de ndo se ter observado diferenca estatistica nos niveis de
malondialdeido (MDA), esses niveis foram, na média, mais altos nos animais com
linfoma e anemia quando comparados com o grupo de animais com linfoma sem
anemia e o grupo controle, sugerindo uma maior peroxidacao lipidica nos animais
com linfoma e anemia. Quando comparados o0 grupo de animais doentes e o grupo
dos animais saudaveis o resultado foi similar, mostrando que pacientes com linfoma
apresentam maior tendéncia a peroxidacéao lipidica e por consequéncia, ao estresse

oxidativo. Os aldeidos gerados no processo de peroxidacdo, como o MDA, séo
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relativamente estaveis, difundindo-se no meio intra e extracelular. Assim, ndo sao
apenas produtos finais do processo de peroxidacao lipidica, mas também podem
atuar como "segundos mensageiros citotdxicos”. O excesso de MDA produzido
como resultado do desbalanco no estado redox observado na presenca de tumores
pode reagir com 0s grupos amino livres das proteinas de membrana, produzindo
adutos MDA-proteina modificada, interferindo com as propriedades destas proteinas,
contribuindo com o dano as propriedades de membrana. (DALLE-DONNE et al.,
2006).

Winter et al. (2009) observaram aumento significante no MDA plasmatico de
caes com linfoma, embora o nimero de animais utilizado por esses autores nao seja
muito maior que o utilizado neste estudo. Assim, como foi observada a tendéncia ao
aumento do MDA nos caes doentes, o0 resultado n&o significante pode ser
consequéncia do pequeno numero de animais avaliados. Lucas et al. (2008) ao
estudar 15 cédes com linfoma encontrou resultado semelhante aos de Winter et al.
(2009), corroborando com a hipotese do aumento do estresse oxidativo em cées

com linfoma.

7

O MDA também é utilizado como um marcador de peroxidacdo em outras
afeccbes como a doenca renal. Lustoza (2004) observou aumento de 100% na
média da concentracdo das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico em
pacientes com doenca renal cronica e anémicos, quando comparados com animais
normais, confirmando um aumento na peroxidacao lipidica em cées doentes renais,
e que este, pode ser um dos mecanismos, envolvidos no desenvolvimento da

anemia nestes pacientes.

A integridade do sistema antioxidante € fundamental para a sobrevivéncia das
células vermelhas contra o dano oxidativo e a SOD ¢é a primeira enzima a entrar em
acdo nesta defesa. Deficiéncia na atividade da SOD torna as células mais
suscetiveis a acao deletérias dos radicais livres, que em pacientes com cancer estéao
circulando em maior quantidade como observado por Devi et al. (2000) em pacientes
com leucemia. Os linfocitos neoplasicos produzem uma maior quantidade de Oy,
este radical se difunde através da membrana do leucocito neoplasico e uma vez no
meio extracelular pode atravessar a membrana dos eritrocitos através dos seus

canais ibnicos, podendo reagir com o peréxido de hidrogénio ou o Fe produzindo
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radical OH’, extremamente deletério ndo s6 a membrana celular, mas também as
proteinas e DNA (ABOU-SEIF; RABIA; NASR, 2000; DEVI et al., 2000).

A superoxido dismutase é detectada em um grande numero de tecidos do
organismo, onde desempenha o papel protetor contra os danos gerados pelo
excesso de radical superoxido (FRIDOVICH,1972). Alteracbes nas suas
concentragbes foram estudadas em diferentes tecidos tumorais e 0s resultados
observados foram bastante diversificados. No presente estudo os niveis de
superoxido dismutase (SOD) eritrocitarias observadas nos pacientes do grupo
experimental foram significantemente menores que no grupo controle. Diminuicbes
nos niveis de SOD podem ser explicados por um aumento no consumo da enzima
por acdo na defesa antioxidante frente ao aumento na produc¢do de ERO observado
nas células tumorais, ou ainda secundaria a anormalidades bioquimicas em
precursores de células vermelhas, levando a reducdo na producao e funcionamento
desta enzimas (BEWICK; COUTIE; TUDHOP, 1987). A hipbtese da existéncia de
substancias inibitérias produzidas pelas células tumorais foi levantada por Bewick;
Coutie; Tudhop (1987), sendo que estas substancias agiriam sobre o eritrécito ou

sobre o seu precursor na medula 6ssea, inibindo a expresséo destas enzimas.

Os resultados obtidos neste estudo vao de acordo com os observados por
Vajdovich et al. (2005) ao avaliar um grupo similar, no qual os niveis de SOD foram
mensurados no hemolisado e no linfonodo de caes com linfoma multicéntrico e, em
ambos os casos, 0s niveis de SOD estavam reduzidos, mostrando que estes
pacientes estdo sob estresse oxidativo, que ndo afeta somente os tecidos
acometidos, mas também as células do sangue, por torna-las mais suscetiveis ao

dano gerado pelo excesso de radicais livres circulantes.

Saito et al. (1984) e Bewick; Coutie; Tudhop, (1987) ao avaliar os niveis de
SOD de pacientes humanos com linfoma observaram resultados similares aos
encontrados neste estudo e contrarios aos descritos anteriormente por Gonzalez et
al. (1984) e posteriormente por Abou-Seif; Rabia; Nasr (2000), que justificaram os
aumentos nos niveis de SOD eritrocitaria pelas alteragbes na expressdo desta
enzima nas células progenitoras hematopoiéticas. Gonzalez et al. (1984) néao
observaram correlacdo entre a SOD e parametros clinicos como presenca de

sindrome inflamatodria, estagio clinico da doenca e infiltracdo na medula, assim
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como também nd&o foi significante a correlacdo com o hematdcrito, hemoglobina e
reticuldcitos, mostrando que os niveis deste antioxidante eritrocitario, ndo sofrem
influencia de fatores externos (GONZALEZ et al.,, 1984). No presente estudo a
correlagcdo da SOD com o hematocrito também néo foi significante, corroborando os
achados de Gonzalez et al. (1984). O aumento nos niveis de SOD poderia ser
secundario, ainda, a ativacéo local de formas ativas e inativas destas enzimas pelo
excesso de radical superoxido (ABOU-SEIF; RABIA; NASR, 2000). Devi et al. (2000)
e Glven et al. (2000), ao avaliar pacientes com leucemia, também encontraram
aumentos nos niveis de SOD, este achado foi associados a maior producdo de
peroxido de hidrogénio pelas células tumorais, contribuindo para aumento da
peroxidac&o lipidica, que foi traduzido no experimento de GUVEN et al. (2000) pelo

aumento do MDA.

Quando os animais pertencentes ao grupo experimental com anemia foram
comparados com 0 grupo sem anemia e 0s caes saudaveis, estes apresentaram,
embora ndo de forma significativa, valores mais baixos de SOD que os outros dois
grupos, este achado pode ser decorréncia da diminuicdo desta forma de defesa
antioxidante secundaria ao aumento do seu consumo em condi¢cdes de desequilibrio
oxidativo, o que tornaria as hemacias mais susceptiveis a peroxidacdo de suas
membranas, com consequente diminuicdo do seu tempo de vida, podendo ser este

um dos mecanismos responsaveis pela reducao da massa eritride observado neste

grupo.

Os eritroctios, por apresentarem altos teores de lipidios insaturados em sua
membrana, altas concentracbes de oxigénio e grandes quantidades de ferro,
considerado um potente catalisador da peroxidacéo, sédo consideradas um modelo
de suscetibilidade a peroxidacdo. A atuacao dos radicais livres sobre a membrana
dos eritrécitos provoca aumento na fragilidade osmética, tornando estas células mais
predispostas a lise celular. Varios estudos demonstraram uma correlacdo positiva
entre o estado antioxidante, peroxidacao lipidica e fragilidade osmoética eritrocitaria
(DEVASENA et al., 2001).

No presente estudo, a fragilidade osmoética eritrocitaria (FOE) observada nos
animais com linfoma apresentou-de dentro dos valores de normalidade postulados

por Jain (1973), ndo foi observada diferenca estatistica nas concentragdes de NaCl
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em que se observou 50% de hemdlise nos animais com linfoma e anemia e linfoma
sem anemia. Diante deste resultado pode-se concluir que os eritroctios dos
pacientes com linfoma ndo apresentam alteracdes relacionadas a fragilidade da
membrana, quando comparados com 0S normais e que anemia ndo pode ser

relacionada a um aumento da fragilidade da membrana.

Abou-Seif; Rabia; Nasr (2000) observaram aumentos nas concentragdes de
SOD, MDA intraeritrocitario e na fragilidade osmotica eritrocitaria de pacientes com
linfoma. Esse resultado foi associado a producao do radical hidroxila e/ou oxigénio
“singlet” pelas células tumorais uma vez que estes dois radicais sdo associados a
dano oxidativo das membranas celulares, além de outros efeitos toxicos. Neste
estudo o aumento do MDA seria traduzido por um maior grau de peroxidacéo lipidica
da membrana dos eritrocitos, o que as tornaria mais frageis. No presente estudo
essa relacdo ndo pode ser estabelecida uma vez que o MDA dosado foi o
plasmatico e ndo o eritrocitario, mostrando a ocorréncia de peroxidacao sistémica.
No entanto altos niveis de MDA circulante podem interferir nas propriedades de
membrana através da interacdo deste aldeido com suas proteinas, levando a
alteracdes na capacidade de deformidade do eritrocito, sem interferir na fluidez,
permeabilidade, tamanho e relacdo volume/superficie. Esse fenbmeno pode
contribuir para uma série complexa de eventos que resulta na remocao precoce
destas células da circulacdo ou ainda as torna expostas a uma variedade de agentes
que induzem a peroxidacdo (PFAFFEROTT; MEISELMAN; HOCHSTEIN, 1982,
DALLE-DONNE et al., 2006).

Este mecanismo poderia explicar que os niveis de MDA que, na média, se
apresentam mais elevados nos pacientes anémicos, poderiam gerar um dano celular
com alteragcbes nas propriedades de membrana referentes a maleabilidade e
antigenicidade da membrana lipidica, sem interferir com a sua permeabilidade,
reduzindo, por consequéncia, o tempo de vida destas hemacias e podendo
aumentar o sequestro esplénico. Ao analisar a correlagdo entre o hematdcrito e
substancias reativas ao acido tiobarbitarico, n&o foi encontrado resultado
significante, ou seja, a diminuicdo do hematdcrito independe dos niveis de MDA
plasmatico, este resultado pode ser associado um numero insuficiente de animais
utilizados no experimento, ou ainda, a possibilidade de realmente nao existir uma

correlacdo entre estes parametros.
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A anemia associada ao grupo de animais com linfoma, também poderia ser
explicada pelo aumento de citocinas inflamatérias observado em pacientes com
linfoma. Estudos recentes tém demonstrado que citocinas inflamatorias envolvidas
na patogénese da anemia de doenca crbnica podem exercer parte do seu efeito
sobre a eritropoiese por indugdo da liberacdo de espécies reativas do oxigénio, além
disso, a acdo destes oxidantes sobre as unidades formadoras de col6nia eritrocitaria
pode ser facilitada na presenca de concentracdes elevadas de interferon vy, que
contribui com acgéo das ERO por suprimir as defesas oxidativas ou induzir o estresse
oxidativo. (DALLALIO; MEANS., 2003).

Diante dos resultados observados no presente estudo, sugere-se que a
anemia observada nos pacientes com linfoma multicéntrico ndo esta relacionada
diretamente a diminui¢do das defesas antioxidantes eritrocitarias ou a alteracdes nas
propriedades de membrana secundarias a peroxidacdo lipidica, que poderiam
interferir na fragilidade do eritrécito. Entretanto, isso ndo exclui o envolvimento do
desequilibrio no estado redox, observado nestes animais, da génese desta
alteracdo, uma vez que citocinas inflamatorias, liberadas pelas células tumorais,
podem agir de maneira sinérgica ao excesso de radicais livres na inibicdo da
hematopoiese e o0s niveis mais altos de MDA podem levar a alteracdes na
maleabilidade e antigenicidade do eritrécito, contribuindo para a diminuicdo do

tempo de vida dessas células.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos com a metodologia empregada neste

estudo, foi possivel concluir que:

e Cdaes com linfoma multicéntrico encontram sob maior estresse oxidativo
guando comparados com 0s cdes normais, o que pode ser comprovado pela
reducdo do estado antioxidante total e pelo aumentou, na méida, dos niveis
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico.

e Caes com linfoma multicéntrico com anemia e sem anmeia encontram-se sob
0 mesmo estresse oxidativo, fato este evidenciado pela auséncia de diferenca
estatistica nod valores encontrados nos dois grupos, deste modo pode-se
afirmar que a diminuicdo do estado antioxidante total estaria relacionada a
presenca do linfoma em si e que a anemia nado estaria relacionada a
diminuicao das defesas antioxidantes.

e Diante dos resultados observados na dosagem das substancias reativas ao
acido tiobarbitarico, pode-se sugerir, que cdes com linfoma e anemia estéo
sob maior peroxidacdo lipidica que os cdes normais e com linfoma sem
anemia, uma vez que, mesmo nao significativa, as concentracbes destas
substancias neste grupo de animais foi maior.

e Caes com linfoma apresentam uma tendéncia ao desequilibrio da defesa
antioxidante eritrocitaria, isso € demonstrado pela reducéo das concentracdes
médias da SOD nestes animais.

e As hemécias dos pacientes com linfoma e anemia, demonstraram maior
susceptibilidade ao dano oxidativo, devido a redu¢cdo média da SOD, mas
estas células ndo apresentam alteracdes na permeabilidade de membrana,

fato este comprovado pela fragilidade osmdtica eritrocitaria normal neste

grupo
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HEMOGRAMA
Animal Linfécitos Linfécitos
Hemacias Hematdcrito Hemoglobina V.C.M. | H.C.M. | C.H.C.M. Leucdcitos Neutrdfilos Eosindfilos Basofilos w . Mondcitos Plaquetas
(a0/mm?) | (%) (e/el) @ | 6o | o0 | gme) | gmer) | gmmd | ogmm | [P Gy | (e
(/mm?) (/mm?)

1 7,9 53 16,9 67,09 21,39 31,89 7.500 4.575 375 0 2.475 0 75 329.000
2 7,9 55 19,9 69,62 25,19 36,18 7.200 5.616 216 0 1.080 0 288 335.000
3 8,6 63 20,7 73,26 24,07 32,86 4.400 3.124 220 0 1.012 0 44 307.000
4 7,2 46 16,1 63,89 22,36 35,00 8.800 4.664 792 0 2.728 0 616 269.000
5 6,0 43 14,2 71,67 23,67 33,02 18.900 14.175 756 0 3.024 0 945 464.000
6 6,9 48 16,6 69,57 24,06 34,58 8.500 6.120 85 0 1.955 0 340 470.000
7 7,2 52 17,4 72,22 24,17 33,46 6.000 4.020 300 0 1.320 0 360 362.000
8 6,4 49 16,1 76,56 25,16 32,86 5.300 2.120 371 0 2.173 0 636 293.000
9 7,9 57 18,0 72,15 22,78 31,58 11.800 9.440 118 0 2.124 0 118 246.000
10 8,1 56 17,8 69,14 21,98 31,79 11.500 9.085 1.150 0 690 0 575 346.000
11 6,0 40 12,9 66,67 21,50 32,25 6.800 3.808 204 0 2.244 0 544 541.000
12 6,7 47 15,1 70,15 | 22,54 32,13 7.700 3.311 1.540 77 1.925 0 847 415.000
13 5,5 40 12,5 72,73 22,73 31,25 10.300 7.004 206 0 2.884 0 206 581.000
14 6,8 48 15,1 70,59 22,21 31,46 7.400 5.328 222 0 1.332 0 518 612.000

Apéndice A — Valores relativos aos hemogramas dos animais do grupo controle - Sdo Paulo — 2008 A 2009
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HEMOGRAMA
Animal Linfdcitos Linfdcitos
Hemacias Hematdcrito Hemoglobina V.C.M. | H.C.M. | C.H.C.M. Leucécitos Neutrdfilos Eosindfilos Basofilos Mondcitos Plaquetas

Tipicos Atipicos
(x10°/mm?) (%) (g/dL) (1) (pg) (%) (/mm?) (/mm?) (/mm?) (/mm?) (/mm?) (/mm?)

(/mm?) (/mm?)
15 6,9 50 16,6 72,46 24,06 33,20 7.900 4.740 474 0 2.291 0 395 261.000
16 7,7 56 18,0 72,73 23,38 32,14 9.600 6.432 576 0 1.248 0 1.344 256.000
17 7,3 49 16,5 67,12 22,60 33,67 13.200 8.448 1.716 0 2.640 0 396 267.000
18 6,5 45 14,0 69,23 21,54 31,11 13.000 10.010 520 0 1.950 0 520 277.000
19 5,8 42 13,6 72,41 23,45 32,38 15.200 9.424 608 0 4.256 0 912 332.000
20 7,4 47 16,2 63,51 21,89 34,47 6.700 4.556 469 0 1.072 0 603 244.000

VCM - Volume Corpuscular Médio; HCM — Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM — Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média

Apéndice A — Valores relativos aos hemogramas dos animais do grupo controle - Sdo Paulo — 20008 A 2009.
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HEMOGRAMA
Animal . _ . . - L » Linfécitos | Linfdcitos .
Hemécias Hematé6crito | Hemoglobina | V.C.M. | H.C.M. | C.H.C.M. | Leucdcitos | Neutrdfilos | Eosindfilos | Basofilos Toi Atini Mondcitos | Plaquetas
ipicos ipicos
(x10%/mm3) (%) (g/dL) (f1) (pg) (%) (/mm3) (/mm3) (/mm3) (/mm3) P P (/mm3) (/mm3)
(/mm3) (/mm3)
12 4,6 31 10,9 67,39 23,70 35,16 16.100 14.490 0 0 966 0 644 275.000
2° 441 28 9,1 63,72 20,69 32,38 17.800 15.664 0 0 1.246 0 890 243.000
3 51 35 11,2 68,63 21,96 32,00 11.100 8.880 0 0 1.554 0 666 126.000
4° 3,97 26,80 9,00 67,51 22,67 33,58 7.603 5.398 0 0 1.825 0 380 36.000
5 4,6 30 10,2 65,22 22,17 34,00 19.400 13.774 194 0 4.268 970 194 56.000
69 - 28 - - - - 16.500 - - - - - - 294.000
7° 53 34 115 64,15 21,7 33,82 28.200 26.508 282 0 846 0 564 186.000
8 3,4 24 10,5 80,00 33,33 41,67 14.400 1.152 0 0 12.960 288 0 82.000
9¢ 39 25 8,1 64,10 20,77 32,40 10.600 8.162 0 0 2.226 0 212 251.000
10 34 22 7,6 64,71 22,35 34,55 114.000 23.940 0 0 66.120 0 1.140 100.000
11 47 27 9,3 57,45 19,79 34,44 11.000 9.570 0 0 1.320 0 110 299.000
12 4.8 28 9,9 58,33 20,63 35,36 22.200 20.424 0 0 1.332 0 444 638.000

VCM — Volume Corpuscular Médio; HCM — Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM — Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média / * Anisocitose +; Neutréfilos segmentados pouco segmentados + / °
Anisocitose +; Policromasia +; Neutréfilos segmentados pouco segmentados + e alguns com granulages toxicas / © 21% Eritroblastos; Anisocitose ++; Policromasia +; Presenga de Corpusculos de Howell-Jolly;
Neutréfilos segmentados pouco segmentados +++ e alguns com granulages toxicas / ¢ Hemograma completo indisponivel devido atendimento em emergéncia / ¢ Anisocitose ++ / © Anisocitose +; Policromasia + / ¢
Anisocitose +; Policromasia + /" Anisocitose +; Policromasia (+) / ' Anisocitose +; Macrocitose +; Policromasia + / ! Anisocitose +; Neutréfilos com hipersegmentagéo +

Apéndice B — Valores relativos aos hemogramas dos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental com anemia - Sado Paulo — 2008
a 2009.
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13% 31 18 71 58,06 | 22,90 39,44 6.400 4.544 1.536

320 111.000

14' 5,0 32 10,9 64,00 | 21,80 34,06 10.100 7.676 0 0

2.020 0 404 225.000

VCM — Volume Corpuscular Médio; HCM — Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM — Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média / ¥ Anisocitose +; Macrocitose +; Hemécias em rouleaux +; Linfdcitos
reativos++ /' Presenca de linfoblastos; Neutréfilos com hipersegmentagéo +

Apéndice B — Valores relativos aos hemogramas dos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental com anemia - Sdo Paulo —
20008 a 2009.
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HEMOGRAMA
aue Hemécias | Hematdcrito | Hemoglobina | V.C.M. | H.C.M. | C.H.C.M. | Leucécitos | Neutrdfilos | Eosindfilos | Basofilos Lirlfé-citos Linj‘é-citos Monécitos | Plaquetas

(x10%/mm3) (%) (g/dL) (fl) (pg) (%) (/mmg) (/mmg) (/mm3) (/mms) :;::I:S)S A(\/tr:::;s (/mms) (/mm3)
1 79 53 17,5 67,09 22,15 33,02 6.600 4.554 0 0 1.386 0 660 156.000
2 5,75 45 15,3 78,26 - 34,00 16.200 11.340 324 0 3.078 0 1.458 140.000
3 55 39 13,2 70,91 - 33,85 14.300 11.869 143 0 2.002 0 286 280.000
42 6,97 46,20 21,30 66,28 30,56 46,10 9.000 7.380 0 0 1.260 0 360 514.000
5 59 39 13,2 66,10 22,37 33,85 22.800 20.064 684 0 912 0 1.140 197.000
6° 78 49 16,3 62,82 20,90 33,27 9.300 7.533 93 0 1.302 0 372 391.000
7 7,21 45 13,7 62,41 19 30,44 17.200 15.996 172 0 860 0 172 219.000
8 1,7 52 17 67,50 22,1 32,70 8.900 6.675 267 0 1.246 0 712 328.000
9 6,4 39 12,2 60,94 19,06 31,28 16.900 14.196 0 0 2.197 0 507 350.000
10 6,0 40 14,4 66,67 24,0 36,00 12.800 11.520 0 0 256 0 1.024 227.000

VCM - Volume Corpuscular Médio; HCM — Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM — Concentracéo de Hemoglobina Corpuscular Média / ® Discreta anisocitose e policromasia / ® Mondcitos reativos +

Apéndice C — Valores relativos aos hemogramas dos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental sem anemia - Sdo Paulo — 2008
a 2009.
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DETERMINAGOES BIOQUIMICAS

Animal
Liid Proteina Total Al ALT Fosfatase Alcalina | Billirrubina Total | Bilirrubina Direta Billirrubina
Creatinina (mg/dL)
(mg/dL) (g/dL) (g/dL) (UIL) (UIL) (mg/dL) (mg/dL) Indireta (mg/dL)
1 44,1 11 6,7 3,6 22,9 18,6 <0,25 - -
2 22,9 1,0 6,7 3,6 29,8 43,7 <0,25 - -
3 35,6 14 6,9 3,6 23,7 19,7 <0,25 - -
4 49,9 0,98 6,3 2,7 254 32,7 <0,25 - -
5 27,3 0,63 7,2 29 16,7 17,9 <0,25 - -
6 29,5 0,70 71 3,2 50,5 9,5 <0,25 - -
7 60,4 0,88 78 31 22,4 29,5 <0,25 - -
8 22,8 0,66 7,2 3,2 21,2 27,3 <0,25 - -
9 32,7 0,80 7,0 2,8 18,3 35,7 <0,25 - -
10 29,0 0,82 7,9 3.2 37,4 22,8 <0,25 - -
11 48,0 0,81 6,9 2,7 15,0 16,1 <0,25 - -

ALT — Alanina Aminotransferase

Apéndice D — Valores relativos aos exames bioquimicos séricos dos animais do grupo controle - Sao Paulo — 2008 a 2009.
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DETERMINAGOES BIOQUIMICAS

Animal Liid Creatinina Proteina Total Al ALT Fosfatase Alcalina | Billirrubina Total | Bilirrubina Direta Billirrubina
(mg/dL) (mg/dL) (g/dL) (g/dL) (UL (U/L) (mg/dL) (mg/dL) Indireta (mg/dL)
12 30,6 0,85 6,3 2,8 21,0 12,4 <0,25 - -
13 431 0,83 6,4 2,8 23,0 44,4 <0,25 - -
14 28,8 0,57 73 31 12,3 8,9 <0,25 - -
15 29,5 0,65 75 3,0 37,9 17,5 <0,25 - -
16 36,3 0,68 72 3,2 32,7 15,3 <0,25 - -
17 37,9 0,72 7,7 31 33,6 249 <0,25 - -
18 28,6 0,87 75 3,2 20,9 8,8 <0,25 - -
19 45,0 0,85 6,8 2,9 13,7 45,8 <0,25 - -
20 50,5 0,89 7,2 3,2 28,5 10,7 <0,25 - -

ALT — Alanina Aminotransferase

Apéndice D — Valores relativos aos exames bioquimicos séricos dos animais do grupo controle - Sdo Paulo — 2008 a 2009.
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DETERMINAGOES BIOQUIMICAS

Animal IS Creatinina Proteina Total Al ALT Fosfatase Alcalina | Billirrubina Total | Bilirrubina Direta Billirrubina
(mg/dL) (mg/dL) (g/dL) (g/dL) (UIL) (u/L) (mg/dL) (mg/dL) Indireta (mg/dL)
1 11,4 0,97 53 2,9 15,1 131,0 <0,25 - -
2 451 0,64 6,0 2,7 20,0 157,0 <0,25 - -
3 27,5 0,81 6,6 3,2 55,2 200,6 <0,25 - -
4 33,0 1,70 4,32 1,90 61,0 1.324,0 0,35 0,26 0,09
5 23,3 1,46 58 2,4 103 1133 <0,25 - -
6 30,9 0,42 45 2,3 25,9 47,9 <0,25 - -
7 33,0 0,79 6,2 3,0 19,0 270,0 <0,25 - -
8 27,3 0,76 8,2 2,2 141 20,4 <0,25 - -
9 75 1,0 6,6 2,6 7,7 33,3 <0,25 - -
10 27,2 0,67 5,6 2,9 141 18,1 <0,25 - -

ALT — Alanina Aminotransferase

Apéndice E — Valores relativos aos exames bioquimicos séricos dos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental com anemia -
Séo Paulo — 2008 a 2009.



11

29,0

0,66
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2,6

20,9

74,3

<0,25

12 60,4 0,73 6,2 2,4 16,4 23,8 0,60 0,46 0,14
13 36,1 0,84 6,2 19 35,0 167,7 <0,25 - -
14 24,9 0,81 6,3 2,6 1,7 39,7 <0,25 - -

83

ALT — Alanina Aminotransferase

Apéndice E — Valores relativos aos exames bioquimicos séricos dos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental com anemia-
S&o Paulo — 2008 a 2009.
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DETERMINAGOES BIOQUIMICAS

Animal Liid Proteina Total Al ALT Fosfatase Alcalina | Billirrubina Total | Bilirrubina Direta Billirrubina
Creatinina (mg/dL)
(mg/dL) (g/dL) (g/dL) (UIL) (UIL) (mg/dL) (mg/dL) Indireta (mg/dL)
1 41,4 12 6,3 3.2 35,8 46,0 <0,25 - -
2 19,97 0,58 4,56 2,63 41,9 147,4 <0,25 - -
3 11,2 0,95 6,4 2,6 108,1 182,3 <0,25 - =
4 30,3 0,45 8,3 35 12,7 62,0 <0,25 - -
5 12,8 0,72 57 25 248,7 254,0 <0,25 - -
6 29,8 0,86 5,0 2,3 34,0 14,1 <0,25 - -
7 23,41 0,81 - - 315,0 160,0 <0,25 - -
8 53,0 2,0 - - 68,0 107,0 <0,25 - -
9 23 0,75 - - 47 141 <0,25 - -
10 50,6 091 6,1 2,4 132,6 48,7 <0,25 - -

ALT — Alanina Aminotransferase

Apéndice F — Valores relativos aos exames bioquimicos séricos dos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental sem anemia -
Séo Paulo — 2008 a 2009
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Animal Avaliacao
1 Impossivel obtencdo de amostra — aspirado de MO seco
Relacdo Mieldide : Eritroide = 3,9
SE: discreta a moderada diseritropoiese (assincronia de maturagdo N:C, figuras mitose atipica). Relativa hipoplasia de série
SM: discreta a moderada disgranulopoiese (neutréfilos toxicos ++). Relativa hipoplasia de série
SMega: ndo foram observados elementos da série
SLMP: visualizados poucos macréfagos sem alteracBes dignas de nota. Presenca de blastos de provavel origem linfoide (5%).
Mondcitos reativos +
Conclusdo: auséncia de grumos para avaliacdo de celularidade. Discreta a moderada dishematopoiese. Presenca de blastos de
provavel origem linfoide
Relacdo Mieldide : Eritroide = 9,5 (hemodiluicdo)
SE: intensa hipoplasia. Diseritropoiese (assincronia maturacdo N:C, tendendo & macrocitose, hipocromia +, policromasia ++,
anisocitose ++)
SM: moderada a intensa hipoplasia. Moderada disgranulopoiese (assincronia maturacdo N:C, neutrdfilos toxicos ++)
SMega: ndo foram observados elementos da série
SLMP: populacdo linféide pequena, com predominio de linfécitos pequenos tipicos. Presenca de pequena populacdo de blastos
ndo classificaveis
Conclusao: celularidade MO sem avaliacdo devido intensa hemodiluicdo e auséncia de grumos (aparentemente hipocelularidade
ou hipercelularidade). Moderada dishematopoiese. Populagéo de blastos pequenos néo classificaveis (12,5%)

MO — medula 6ssea; SE — série eritrdide; N:C — nucleo:citoplasma; SM — série mieldide; SMega — série megacariocitica; SLMP — série linféide-monocitdide-plasmocitica

Apéndice G — Avaliacdo dos mielogramas relativos aos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental com anemia - Sdo Paulo —
2008 a 2009.
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(continua)

Animal Avaliacao

Impossivel obtengdo de amostra — paciente com districdo respiratéria grave o que impossibilitou procedimento anestésico para
colheita

Relacdo Mieloide : Eritroide = 1,5

SE: hipoplasia relativa de série. Moderada diseritropoiese (assincronia maturacdo N:C, fragmentacdo nuclear, anisocitose ++,

policromasia +)

5 SM: normoplasia a hipoplasia de série. Moderada disgranulopoiese (assincronia maturacdo N:C, neutrofilos toxicos ++)
SMega: ndo foram observados elementos da série
SLMP: grande quantidade de células linféides, a maioria apresentando 1-2 grandes nucléolos evidentes (24%)
Conclusao: MO normocelular a hipercelular. Hipoplasia a normoplasia de SE e SM

6 Impossivel obtengdo de amostra — paciente veio a dbito antes da colheita

MO — medula 6ssea; SE — série eritrdide; N:C — nuicleo:citoplasma; SM — série mieldide; SMega — série megacariocitica; SLMP — série linféide-monocitdide-plasmocitica

Apéndice G — Avaliacdo dos mielogramas relativos aos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental com anemia- S&o Paulo —

2008 a 2009.
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(continua)

Animal Avaliacgéo
Relacdo Mieldide : Eritroide = 1,4
SE: discreta diseritropoiese (fragmentacéo nuclear)
SM: discreta disgranulopoiese (assincronia maturagdo N:C, neutrofilos toxicos ++, retardo escala maturacao)
7 SMega: ndo foram observados elementos da série
SLMP: macrofagos com intensa atividade e aumento de depdsito de ferro intracitoplasmatico. Raros linfocitos atipicos
correspondendo a 0,7% das células na amostra (cromatina frouxa, 2-3 nucléolos evidentes, anisonucledlise, citoplasma escasso)
Conclusdo: intensa hemodiluicdo. Discreta diseritropoiese e disgranulopoiese. Raras células blésticas
Relacdo Mieldide : Eritroide = 2,2
SE: intensa hipoplasia de série
SM: intensa hipoplasia de série
SMega: sem alteracdes
SLMP: macréfagos com intensa atividade. Grande populacdo de linfocitos atipicos (60,5%), muitos linfoblastos com
pleomorfismo nuclear
Conclusdo: MO intensamente hipercelular, com aumento dos depositos de ferro intracelulares. Intensa hipoplasia de SE e SM.
Presenca de populacdo linféide atipica importante

MO — medula 6ssea; SE — série eritrdide; N:C — nucleo:citoplasma; SM — série mieldide; SMega — série megacariocitica; SLMP — série linféide-monocitdide-plasmocitica

Apéndice G — Avaliagdo dos mielogramas relativos aos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental com anemia- S&o Paulo —
2008 a 20009.
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(continua)

Animal Avaliacgéo
Relacdo Mieldide : Eritroide = 3,1
SE: discreta diseritropoiese (assincronia maturacdo N:C)
SM: discreta a moderada disgranulopoiese (neutréfilos toxicos +, bastonetes gigantes)
SMega: ndo foram observados elementos da série
9 SLMP: nada digno de nota
Populacdo de blastos com intensa basofilia citoplasmatica, cromatina condensada, com 2-3 nucléolos evidentes de provavel
origem linféide correspondendo a 3,25% das células nucleadas da amostra
Conclusdo: avaliagdo de celularidade comprometida. Presenca de populagdo bléstica linféide correspondendo a 3,25% das
células nucleadas da amostra, além de discreta diseritropoiese e moderada disgranulopoiese
10 Impossivel obtencdo de amostra — aspirado de MO seco
Relacdo Mieldide : Eritroide = 1,7
SE: normoplasia de série. Discreta diseritropoiese (figuras mitose atipica)
SM: normoplasia de série. Discreta a moderada disgranulopoiese (figuras mitose atipica, assincronia maturacdo N:C)
SMega: normoplasia de série
SLMP: macréfagos com intensa atividade
Presenca de raras células mesenquimais e reticulares. Presenca de raros blastos de provavel origem linfoide (2,25%) com
moderada anisocitose, citoplasma intensamente basofilico, cromatina grosseira, 2-4 nucléolos pouco evidentes
Conclusdo: MO ligeiramente hipercelular em relacéo a idade. Discreta dishematopoiese. Raros blastos linfoides

MO — medula 6ssea; SE — série eritrdide; N:C — nucleo:citoplasma; SM — série mieldide; SMega — série megacariocitica; SLMP — série linféide-monocitdide-plasmocitica

11

Apéndice G — Avaliagdo dos mielogramas relativos aos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental com anemia- S&o Paulo —
2008 a 2009.
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(continua)

Animal Avaliacgéo

Relacdo Mieldide : Eritroide = 2,2
SE: normoplasia de série. Discreta diseritropoiese (assincronia maturagdo N:C, figuras mitose atipica)
SM: normoplasia de série. Moderada disgranulopoiese (retardo escala maturacdo, acumulo de miel6citos e monoblastos,
assincronia de maturacdo N:C, neutrofilos toxicos +, figuras mitose atipica)

12 SMega: normoplasia de série. Discreta a moderada dismegapoiese (nucleos dispersos)
SLMP: moderada quantidade de macrofagos com intensa atividade
Presenca de pequena quantidade de células reticulares e mesenquimais. Raros blastos morfologicamente ndo classificaveis
(1,5%)
Conclusao: MO hipercelular. Raros blastos (dishematopoiese?)
Relacdo Mieldide : Eritroide = 2,3
SE: normoplasia de série
SM: normoplasia de série. Discreta a moderada disgranulopoiese (neutrofilos toxicos ++)

13 SMega: normoplasia de série. Sem alteragdes morfoldgicas ou na escala de maturacéo
SLMP: macréfagos normais. Presenca de pequena quantidade de blastos ndo classificaveis, possivelmente de origem linféide
(3,25%)
Conclusdo: MO hipercelular em relacdo a idade. Formagdo em rouleaux. Disgranulopoiese e blastos de possivel origem linféide

MO — medula 6ssea; SE — série eritrdide; N:C — nucleo:citoplasma; SM — série mieldide; SMega — série megacariocitica; SLMP — série linféide-monocitdide-plasmocitica

Apéndice G — Avaliagdo dos mielogramas relativos aos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental com anemia- S&o Paulo —
2008 a 20009.



90

(conclusdo)

Animal Avaliacgéo

Relacdo Mieldide : Eritroide = 1,3

SE: normoplasia de série

SM: normoplasia de série. Discreta a moderada disgranulopoiese (retardo na escala de maturacdo na fase mieldcito-
promielécito, neutrofilos toxicos +)

SMega: discreta hiperplasia de série. Sem alteracdes na escala de maturacdo ou morfologia

SLMP: discreta a moderada quantidade de macréfagos, com grande quantidade de depdsito de ferro intracitoplasmatico.
Presenca de populacdo linfoide, predominantemente blastos, de tamanho médio, com um grande nucléolo ou multiplos
nucleolos, relacdo N:C variavel e citoplasma intensamente basofilico, representando 11% das células nucleadas da amostra
Conclusdo: MO hipercelular em relagdo a idade. Discreta disgranulopoiese, com infiltragdo de populagdo linfoide representando
11% das células nucleadas da amostra

MO — medula 6ssea; SE — série eritrdide; N:C — nucleo:citoplasma; SM — série mieldide; SMega — série megacariocitica; SLMP — série linféide-monocitdide-plasmocitica

14

Apéndice G — Avaliagdo dos mielogramas relativos aos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental com anemia- S&o Paulo —
2008 a 20009.



Animal Avaliacao

1 Impossivel obtengéo de amostra — aspirado de MO seco
» Impossivel obtengdo de amostra — paciente com distri¢do respiratdéria grave o que impossibilitou procedimento anestésico para
colheita

Relacdo Mieldide : Eritroide = 2,2
SE: normoplasia. Diseritropoiese (assincronia maturacdo N:C, mitose atipica)
SM: normoplasia. Disgranulopoiese (retardo na escala maturacdo fase mielocito-metamieldcito, neutréfilos toxicos ++)

3 SMega: normoplasia. Dismegapoiese (assincronia maturacéo N:C, nucleos dispersos)
SLMP: aumento de plasmdcitos, células linféides pequenas com 1 grande nucléolo, presenca de blastos ndo classificaveis
Conclusdao: MO normocelular. Populacdo de blastos de provavel origem linféide correspondendo 7,75%. Moderada
mielodisplasia
Relacdo Mieldide : Eritroide = 2,1
SE: hipoplasia relativa de série
SM: hiperplasia moderada relativa de série. Discreta disgranulopoiese (assincronia maturacdo N:C, neutrofilos toxicos +)

4 SMega: normoplasia. Discreta dismegapoiese (ntcleos desnudos, assincronia maturagao N:C)
SLMP: macréfagos com intensa atividade, aumento de mondcitos
Conclusdo: MO normocelular. Presenca de blastos ndo classificAveis em pequena quantidade. Discreta a moderada
mielodisplasia

MO — medula 6ssea; SE — série eritroide; N:C — nlcleo:citoplasma; SM — série mieldide; SMega — série megacariocitica; SLMP — série linféide-monocitéide-plasmocitica

Apéndice H — Avaliacdo dos mielogramas relativos aos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental sem anemia. anemia - Sao
Paulo - 2008 a 2009.
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(continua)

Animal Avaliagao
Relacdo Mieloide : Eritroide = 1,77
SE: normoplasia de série. Moderada diseritropoiese (assincronia maturacdo N:C, figuras de mitose atipica)
SM: normoplasia de série. Moderada disgranulopoiese (assincronia maturacdo N:C, neutrofilos toxicos ++)

SMega: hiperplasia de série. Sem alteragdes na escala de maturagdo

> SLMP: macréfagos em quantidade e atividade normal. Presenca de populacdo blastica ndo classificavel de provavel origem
linféide representando 4% das células nucleadas da amostra
Conclusdo: MO hipercelular em relacdo a idade. Depositos de ferro adequados e compativeis com a idade. Presenca de
populacao blastica de provavel origem linféide representando 4% das células nucleadas da amostra
Relacdo Mieldide : Eritroide = 1,55
SE: normoplasia de série
SM: normoplasia de série. Discreta disgranulopoiese (neutrofilos toxicos ++)

6 SMega: discreta hiperplasia de série. Sem alteragdes morfoldgicas ou na escalacdo de maturacdo

SLMP: aumento da populacdo de macrofagos, com grande aumento dos depositos de ferro intracitoplasmaticos e figuras de
eritrofagocitose. Presenca de raros blastos ndo classificaveis (2%)
Conclusdo: MO normocelular, com discreta disgranulopoiese / dishematopoiese. Grande quantidade de macrofagos com grande

quantidade de depositos de ferro e 2% de blastos ndo classificaveis

MO — medula éssea; SE — série eritroide; N:C — ncleo:citoplasma; SM — série miel6ide; SMega — série megacariocitica; SLMP — série linfdide-monocitoéide-plasmocitica

Apéndice H — Avaliacdo dos mielogramas relativos aos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental sem anemia - S&o Paulo -
2008 a 2009.
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(continua)

Animal Avaliacéo
Relacdo Mieldide : Eritroide = 2,2
SE: relativa hipoplasia de série. Discreta diseritropoiese (assincronia maturagdo N:C)
SM: relativa hipoplasia de série. Moderada a intensa disgranulopoiese (retardo na escala maturacdo na fase promiel6cito-
7 mieldcito, assincronia maturagdo N:C, neutréfilos toxicos ++)
SMega: hiperplasia discreta de série. Sem alteracdes morfoldgicas
SLMP: macréfagos com intensa atividade, inclusive figuras de eritrofagocitose. Presenca de raros linfoblastos
Conclusao: MO normocelular. Dishematopoiese com moderada a intensa disgranulopoiese
Relacdo Mieldide : Eritroide = 1,7
SE: normoplasia de série
SM: normoplasia de série. Discreta disgranulopoiese (neutrofilos toxicos +)
8 SMega: discreta hiperplasia
SLMP: presenca de blastos ndo classificaveis (2,25%). Displasia?
Conclusédo: Avaliacdo de celularidade comprometida devido auséncia de grumos na amostra. Presenca de populacdo de blastos

ndo classificaveis, correspondendo a 2,25% das celulas nucleadas da amostra, sugestivos de dishematopoiese

MO — medula 6ssea; SE — série eritréide; N:C — ncleo:citoplasma; SM — série miel6ide; SMega — série megacariocitica; SLMP — série linféide-monocitéide-plasmocitica

Apéndice H — Avaliacao dos mielogramas relativos aos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental sem anemia - S&o Paulo -
2008 a 2009.
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(concluséo)

Animal Avaliacao
Relacdo Mieldide : Eritroide = 2,3
SE: hipoplasia relativa de série. Discreta a moderada diseritropoiese (figuras de mitose atipica, assincronia maturacdo N:C)
SM: normoplasia de série. Moderada disgranulopoiese (neutrofilos toxicos +++, figuras mitose atipica, assincronia maturagdo
N:C)
SMega: discreta hiperplasia de série. Dismegapoiese (nucleos dispersos, anisonucleolise)

9 SLMP: moderada quantidade de macréfagos com intensa atividade citoplasmatica e grande quantidade de depdsitos de ferro
intracitoplasmaticos. Presenca de populacdo de blastos de provavel origem linfoide (2,75%), com relacdo N:C variavel a média,
citoplasma intensamente basofilico, cromatina frouxa com 1 grande nucléolo evidente ou 2-3 nucléolos evidentes. Presenca de
pequena quantidade de células mesenquimais dispersas
Conclusdo: MO hipercelular com relacdo a idade. Moderada dishematopoiese. Presenca de populacdo de blastos de provavel
origem linféide representando 2,75% da populagdo de células nucleadas da amostra
Relacdo Mieldide : Eritroide = 1,3
SE: normoplasia de série. Discreta a moderada diseritropoiese (figuras de mitose atipica)

SM: normoplasia de série. Moderada disgranulopoiese (figuras de mitose atipica, retardo na escala de maturacdo — acimulo de

10 mieloblastos, promieldcitos e monoblastos, neutréfilos toxicos +, bastonetes gigantes)

SMega: discreta hiperplasia de série, sem alteracdes morfoldgicas ou na escala de maturagao
SLMP: presenca de populacéo de blastos morfologicamente ndo classificaveis de origem mieldide e alguns de origem linféide
Conclusdo: MO hipercelular. Moderada dishematopoiese, raros blastos de provavel origem linféide

MO — medula 6ssea; SE — série eritroide; N:C — nlcleo:citoplasma; SM — série mieldide; SMega — série megacariocitica; SLMP — série linféide-monocitéide-plasmocitica

Apéndice H — Avaliacdo dos mielogramas relativos aos animais com linfoma multicéntrico do grupo experimental sem anemia —
Sé&o Paulo — 2008 a 20009.





