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RESUMO

O linfoma é o tumor de tecido hemolinfopoiético mais comum nos caes e um dos
tumores malignos de maior ocorréncia na referida espécie. Um importante
complemento ao diagndstico é a investigagdo imunofenotipica da subpopulacdo de
linfocitos envolvida e caracterizacdo do subestadio do tumor, estabelecida pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS). Adicionalmente a avaliagdo das proteinas
séricas em caes com neoplasias, poderia auxiliar o diagndstico, prognéstico e
monitoramento da doenga. Inflamagdes, infec¢des, doengas imunologicas e
neoplasias, podem estimular a resposta de fase aguda (RFA), que inclui alteragbes
nas concentragcdes de determinadas proteinas, chamadas proteinas de fase aguda
(PFA). Este ensaio foi concebido para avaliar as PFA positivas, através da técnica
de SDS-PAGE, correlacionando-as a imunofenotipagem dos linfocitos, auxiliando no
diagndstico e prognéstico desta neoplasia. Para tanto, foram avaliados 30 caes,
machos ou fémeas, sendo 10 higidos e 20 acometidos por linfoma multicéntrico,
atendidos junto ao Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal/SP. Os animais foram distribuidos em trés grupos, sendo um
grupo controle (GC) constituido de caes higidos (n=10), um grupo de caes
acometidos por linfoma B (GLB) (n=12) e um grupo de caes acometidos por linfoma
T (GLT) (n=8). No diagndstico do linfoma canino somente a ceruloplasmina se
destacou, elevando-se no GLB. Apds o primeiro ciclo de quimioterapia a maioria das
proteinas aumentou sua concentragao sérica, provavelmente devido a prednisona.
Na recidiva da doenca todas as proteinas avaliadas aumentaram seus valores no
GLT. Portanto, as PFA positivas demonstraram altera¢des bioldgicas importantes na
sintese proteica de acordo com o imunofendtipo do linfoma nos céaes.
PALAVRAS-CHAVE: Canina, doenca linfoproliferativa, eletroforese de proteinas.
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POSITIVE ACUTE PHASE PROTEINS IN DOGS WITH MULTICENTRIC
LYMPHOMA: CORRELATION WITH IMMUNOPHENOTYPING

ABSTRACT

Lymphoma is the most common hemolymphopoietic tissue tumor in dogs and one of
the most frequent malignant tumors in this species. An important complement to its
diagnosis is the immunophenotypic investigation of the lymphocyte subpopulation
involved and characterization of the tumor substage, as established by the World
Health Organization (WHO). Additionally, the evaluation of serum proteins in dogs
with neoplasms could aid in the diagnosis, prognosis, and monitoring of the disease.
Inflammation, infections, immunological diseases, and neoplasms can stimulate the
acute phase response (APR), which includes alterations in the concentrations of
certain proteins, called acute phase proteins (APPs). This assay was designed to
evaluate positive APPs using the SDS-PAGE technique, correlating them with
lymphocyte immunophenotyping, thus assisting in the diagnosis and prognosis of this
neoplasm. To this end, 30 dogs, male or female, were evaluated, 10 healthy and 20
affected by multicentric lymphoma, treated at the "Governador Laudo Natel"
Veterinary Hospital of FCAV/UNESP, Jaboticabal/SP Campus. The animals were
distributed into three groups: a control group (CG) consisting of healthy dogs (n=10),
a group of dogs affected by B-cell lymphoma (BCL) (n=12), and a group of dogs
affected by T-cell lymphoma (TCL) (n=8). In the diagnosis of canine lymphoma, only
ceruloplasmin stood out, showing elevated levels in GLB. After the first cycle of
chemotherapy, most proteins increased their serum concentration, probably due to
prednisone. Upon disease relapse, all evaluated proteins increased their values in
GLT. Therefore, positive PFAs demonstrated important biological alterations in
protein synthesis according to the immunophenotype of lymphoma in dogs.

KEYWORDS: Canine, lymphoproliferative disease, protein electrophoresis.

INTRODUCAO

O linfoma é uma doenca de carater neoplasica advinda de células
linforreticulares que se manifestam em o6rgdos linféides e que possuem
comportamento maligno (DALECK; NARDI, 2016). Esta neoplasia se desenvolve
mais frequentemente em tecidos linféides, como em linfonodos, baco e medula
ossea, entretanto, também pode se desenvolver em tecidos nao linféides, como em
rins, pulmao e cavidade nasal (MARCONATO et al., 2011).

E uma das neoplasias mais comuns em cdes com incidéncia anual estimada
em 13 a 24 para cada 100.000 cdes (MERLO et al., 2008). No Brasil, a incidéncia
anual é de 24 a 33 casos para cada 100.000 caes (PASTOR et al., 2009). O linfoma
€ uma das neoplasias mais diagnosticadas no cao e corresponde a mais de 80%
das doengas hematopoiéticas nesta espécie (HORTA, 2020).

A etiologia do linfoma canino ainda nao € totalmente esclarecida, por se tratar
de uma afecgdo multifatorial. Entre os fatores apontados como etiolégicos para o
linfoma, merecem destaque: Fatores genéticos, moleculares, infecciosos, ambientais
e imunoldgicos (VAIL et al., 2019). O linfoma pode afetar animais de todas as
idades, porém ha destaque para aqueles que tém entre seis a sete anos. Também
nao ha predilecdo para raga ou sexo (VITOR et al., 2016).

O linfoma pode ser classificado de acordo com a localizacdo anatbmica, na
qual a forma mais comum €& a multicéntrica. Baseado apenas em critérios citologicos
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e histopatoldgicos, a classificagdo mais utilizada seria o sistema Kiel, dentro desse
sistema, a forma mais frequente é o linfoma difuso de alto grau de grandes células.
Entretanto, atualmente o sistema de classificagdo mais aceito e completo acerca do
linfoma é o sistema WHO, que se baseia em critérios tanto histopatolégicos como
imunofenotipicos. De acordo com a literatura veterinaria 60 a 80% dos linfomas
caninos sdo de origem em células B (ARICO et al., 2014).

O diagndstico inicial do linfoma geralmente tem como base os resultados
obtidos no exame fisico, nas alteragbes hematoldgicas, bioquimico-séricas e
exames de imagem. Porém, o diagndstico definitivo sé pode ser firmado pela
avaliacao citolégica ou histolégica do 6rgao afetado. Estudos revelam a importancia
da citologia aspirativa com agulha fina (CAAF) no diagndstico do linfoma néao-
Hodking (SANTANA et al., 2008).

Por ser uma neoplasia sistémica, o tratamento necessita de abordagem
ampla, e por isso a poliquimioterapia é de suma importancia, podendo ser
associados farmacos diferentes, porém mesmo assim, a grande maioria dos caes
tratados podem apresentar recidivas, bem como desenvolver resisténcia a
quimioterapia (MARCONATO et al., 2019).

Neste contexto, a busca por elucidar os fatores predisponentes, progndsticos
e estratégias para monitorar o tratamento desses pacientes tém se tornado
constante na medicina veterinaria, para que se possa intervir terapeuticamente antes
que o paciente volte a apresentar os sinais clinicos (MARCONATO et al., 2019).

Echkersall e Bell (2014) sugeriram que as proteinas de fase aguda (PFAs)
sao marcadores sensiveis para o linfoma multicéntrico em caes e que elas podem
inclusive, em caso de recidiva, demonstrar alteragbes em suas concentragdes
precocemente, sendo considerado mais sensivel que a citologia dos linfonodos
periféricos.

Os reagentes de fase aguda (RFA) sdo marcadores inflamatorios que
apresentam alteragdes significativas na concentragdo sérica durante a inflamacgéo.
Os reagentes de fase aguda causam diversos efeitos adversos, incluindo febre,
anemia da doenga crbnica, anorexia, sonoléncia, letargia, amiloidose e caquexia
(GULHAR et al., 2023). O uso das PFAs na pratica clinica aumentou
significativamente na ultima década, com a maioria dos laboratérios comerciais
incluindo rotineiramente a medicdo de PFAs em seus perfis bioquimicos. Gragas a
intensa pesquisa, hoje tem-se um bom entendimento dos potenciais papéis das
PFAs, desde o diagnostico e prognostico até o monitoramento do tratamento.
Apesar disso, as PFAs ainda sao subutilizadas na medicina veterinaria em
comparacgdo com a medicina humana (ROSSI, 2023).

As PFAs também sao uteis na avaliacdo da resposta a terapia. A maioria dos
sintomas clinicos € mediada por prostaglandinas e varias terapias funcionam
interferindo nas vias da fosfolipase e da ciclo-oxigenase. Os anti-inflamatérios nao
esteroides (AINEs) e a administragdo de baixas doses de corticosteroides reduzem
apenas a liberagéo de prostaglandinas, sem interferir na via inflamatoéria (SINNIAH et
al., 2021).

A injuria tecidual conduz a uma resposta imune inata imediata, produzindo
agentes de resposta de fase aguda (RFA), entre eles se destacam as PFA,
indispensaveis para o restabelecimento da homeostasia corporal (CERON et al.,
2005).

Assim, o estudo das PFA tem despertado grande interesse no diagndstico dos
linfomas. No entanto, ndo ha relatos na literatura em cdes com linfoma de
imunofendtipo B ou T, correlacionando-os com as PFA. Portanto, o objetivo do
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presente ensaio foi avaliar o perfil eletroforético das PFA positivas em caes com
linfoma multicéntrico e correlaciona-lo com a imunofenotipagem das subpopulagbes
linfocitarias, visando auxiliar no diagndstico e progndstico desta neoplasia.

MATERIAIS E METODOS

Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, da
FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP, com o protocolo n° 021929/09) (em anexo).

Instituicoes Envolvidas

Os cées com linfoma foram provenientes do Setor de Oncologia do Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel’, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista (FCAV/Unesp), Jaboticabal/SP, e do
Centro Avancado de Veterinaria (CAVET), localizado em Ribeirdo Preto/SP. As
analises hematoldgicas e bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Patologia
Clinica Veterinaria e as analises eletroforéticas no Laboratério de Pesquisa, ambos
da FCAV/Unesp, Jaboticabal/SP. A determinacdo do imunofendtipo foi realizada no
Laboratério de Imunohistoquimica, do Servico de Patologia, da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ/Unesp), Botucatu/SP.

Grupos Experimentais

Trinta caes adultos foram distribuidos em trés grupos experimentais:
Grupo Controle (GC): 10 caes higidos, adultos, seis machos (60%) e quatro fémeas
(40%), raca Beagle, idade 4,9 * 3,03 (anos), peso 12,34 + 1,39 (kg), cujo estado de
saude foi avaliado por exames fisicos e clinico-patologicos gerais.
Grupo Linfoma B (GLB): 12 caes com linfoma B, adultos, cinco machos (41,67%) e
sete fémeas (58,34%), sendo assim distribuidos, mesticos (SRD) (25%), Rottweiler
(25%), Poodle (16,67%), Labrador (8,34%), Pinscher (8,34%), Basset Hound
(8,34%) e Bull Terrier (8,34%), com idades entre 7,75 + 2,49 (anos) e peso 24,98 +
15,06 (kg).
Grupo Linfoma T (GLT): oito cdes com linfoma T, adultos, dois machos (25%) e
seis fémeas (75%), sendo Boxer (37,5%), Dog Alem&o, Beagle, Lhasa Apso,
American Pit Bull Terrier e Bull Terrier (12,5%), com idades compreendidas entre
7,25 + 1,28 (anos), e peso 24,41 + 10,11 (kg).

Avaliacao das Parcelas Experimentais
Os caes com linfoma multicéntrico tiveram o diagndstico firmado com base no
exame fisico, citolégico, hematoldgico, bioquimico sérico, mielograma, exames de
imagem, imunohistoquimico e histopatolégico. Assim, os referidos animais foram
classificados de acordo com os critérios propostos pela OMS, em estadios | a 'V e
subestadios a ou b.

Colheita de Material Biolégico
Os cées que apresentaram linfadenomegalia foram submetidos ao exame
citolégico, obtido através da citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) do linfonodo.
Confirmado o diagnéstico, foi realizada a biopsia do linfonodo acometido para
obtencdo de amostras. Na maioria dos caes com linfoma, nos estadios lll, IV ou V,
optou-se pelo linfonodo popliteo, devido a facilidade de colheita. Todas as biopsias
foram realizadas mediante anestesia geral intravenosa associada a anestesia local
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epidural. Apds os procedimentos anestésicos foi realizada tricotomia, antissepsia e
resseccao do linfonodo. O linfonodo excisado, foi fixado em formol a 10%
tamponado (pH 7,6), por 24 horas, e posteriormente transferido para solugado de
alcool 70%, com vistas a analise imuno-histoquimica.

As amostras de sangue foram colhidas por venopungdo jugular, apos
antissepsia, em sistema a vacuo (tubos de 10 mL), distribuidas em dois tubos, um
com EDTA para realizaggo do hemograma, e outro sem anticoagulante para
realizacdo de exames bioquimicos e eletroforéticos. Apds a colheita, as amostras
sem anticoagulante foram submetidas a centrifugagdo por 5 minutos, a 1257,6 g
(2500 rpm), e obtengéo do soro. Ato continuo, o soro foi recolhido e envasado em
microtubos (eppendorfs®) (1,5mL) e armazenado sob congelamento a -18 °C, para
posterior analise eletroforética.

Quimioterapia Antineoplasica
Os animais acometidos por linfoma foram tratados com o protocolo
quimioterapico antineoplasico de Madison-Wisconsin modificado (19 semanas),
incluindo sulfato de vincristina (0,75mg/m2, 1V), Lasparaginase (400Ul/kg, M),
ciclofosfamida (250mg/m2, VO), doxorrubicina (30mg/mz2, perfusdo) e prednisona
(2mg/kg/dia, na 12 semana; 1,5mg/kg/dia, na 22 semana; 1mg/kg/dia, na 3% semana;
0,5 mg/kg/dia, na 4% semana).

Fracionamento Eletroforético

A eletroforese permite o fracionamento das proteinas que se localizam nas
fragdes alfaglobulina, betaglobulina e gamaglobulina. O eletroforetograma foi obtido
em matriz de gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE),
utilizando-se o sistema vertical de eletroforese. A polimerizagdo do gel ocorreu pela
adicdo de 15uL de tetrametiletiilenodiamina (TEMED) e 0,3uL de persulfato de
amoénia (10%). A placa contendo o gel foi colocada em suporte apropriado em
contato com uma cuba superior contendo solugdo tampao (pH 8,5), composta de
36,39 de tris-base, 112,5g de glicina, 10g de SDS e agua destilada estéril suficiente
para completar um litro de solugdo. As placas foram preenchidas com o gel de
separagao a 10% e gel de empilhamento a 4%.

Para o fracionamento das proteinas, as amostras foram preparadas utilizando-
se 10uL de soro sanguineo diluidos em 30uL de tampao-fosfato (PBS) e 20uL de gel
mix e aquecidas sobre agua em ebuligdo por 10 minutos. Uma aliquota de 5uL das
referidas amostras foi depositada no fosso do gel. A placa foi colocada em suporte
apropriado e submetida a corrente elétrica a 20 mA, em fonte adequada. Terminada
a separacgao, o gel foi corado durante duas horas em solugdo de Azul de Comassie
0,2%, no agitador horizontal, e em seguida, foi retirado o excesso de corante com
solucdo descorante, até que as fragdes se apresentassem nitidas. Os pesos
moleculares (PM) e as concentragdes das fragdes proteicas foram determinados por
densitometria computadorizada (SHIMADZU CS-9301) por intermédio do
escaneamento das amostras. Para a identificacdo das proteinas foram utilizados
marcadores (SIGMA MARKER™) de PM 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29 e 20 KDa.
Para avaliagdo densitométrica das bandas protéicas foram confeccionadas curvas
de referéncia a partir da leitura do marcador padrao.

Analise Estatistica
Para determinar se as proteinas de fase aguda positivas diferiram
significativamente entre os caes sadios e os caes com linfoma B ou T, os valores
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foram submetidos a Analise de Variancia pelo Teste F (p<0,05). Os dados foram
analisados em um delineamento em parcelas subdivididas no tempo (grupos x
momentos), e as médias dos grupos confrontadas pelo Teste de Tukey (5%). Foi
utilizado o programa estatistico SAS (Statistical Analysis System - version 9) para
consecucgao da analise estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

PROTEINAS DE FASE AGUDA POSITIVAS (PFAs)

As PFAs positivas desempenham diversas fungdes fisioldgicas para o sistema
imunoldgico, como destruicdo ou inibicdo do crescimento de microrganismos,
atuacdo nos estados de inflamacéo sistémica associada a anorexia e alteragdes
metabdlicas (JAIN et al., 2011). Neste ensaio as PFAs positivas néo
apresentaram diferengas significativas entre os grupos GLB e GLT, no entanto, a
AGP e CP apresentaram maiores concentragdes seéricas no grupo GLB, e a AAT e
HP no grupo GLT (Tabela 1).

TABELA 1 - Valores médios e desvios-padrao obtidos para as proteinas de fase
aguda positivas (PFAs), nos grupos Controle (GC), linfoma B (GLB) e linfoma T
(GLT), nos momentos do diagndstico (MO), apds o 1° ciclo de quimioterapia (M5) e

na recidiva da doencga iMRi iFCVA/UNESP, Jaboticabal, 2013i.

a-1-Antitripsina 233 mg/dL 270,88+60,05 210,94195,40 243,33+101,75
(AAT) - MO (Hughes et al., 1995)

AAT-M1 - e 254,83+137,78  282,34+191,70
AAT-MR - e 162,21+£110,60  270,44+228,84
a-1-Glicoprot. Acida28,6 mg/dL 7,72+3,76 7,59+7,86 7,55+9,33
(AGP) - MO (Yuki et al., 2010)

AGP-M1 - e 11,69+7,13 15,23+6,42
AGP-MR - e 19,76+4,19 9,91+4,74
Haptoglobina (HP) -30-180 mg/dL 14,31+£16,25 13,10+8,07" 15,98+14,28
MO (Martinez et al., 2004)

HP-M1  ----- oo 23,09+11,85% 16,18+11,58
HP-MR  ---e- el 11,9413,49%° 17,72+11,56
Ceruloplasmina 4,93 mg/dL (Martinez et3,06+1,23" 28,31+16,50° 18,25+22,65°
(CP) - MO al., 2004)

cp-m1 - e 14,87+12,98 7,55+6,41
CP-MR ----- e 20,18+16,09 34,76+28,95

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes entre momentos, e médias seguidas por letras
minusculas diferentes entre grupos, diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%.

Neste caso, a resposta imune inata das PFAs apresentou variagbes entre
caes acometidos por linfomas de diferentes imunofenétipos. Além disso, sabe-se
que caes com linfoma T apresentam pior prognostico (EINHORN et al., 2024),
explicando o aumento da AAT que é responsavel pela inibicdo das enzimas
proteoliticas, e aumento da HP que apresenta atividade imunomoduladora.
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ALFA-1-ANTITRIPSINA (AAT)

A AAT é um membro da superfamilia de inibidores de serina protease.
Sintetizada principalmente pelos hepatdcitos, a AAT também é encontrada no
pulmé&o, rim e intestino (DESUEZA; LATIFF, 2018). A principal fungao da AAT ¢ inibir
a elastase neutrofilica para proteger o pulmao da excessiva degradagéo proteolitica
da elastina e outros componentes do tecido conjuntivo. A AAT também inibe
inumeras outras enzimas proteoliticas, fornecendo mais de 90% da capacidade
antiprotease do soro. Evidéncias nos ultimos anos indicam que a AAT também
possui propriedades anti-inflamatodrias, imunomoduladoras e antimicrobianas de
amplo espectro (BLANCO, 2017).

A AAT nao se elevou nos caes dos grupos GLB e GLT no momento do
diagndstico, se apresentando maior no grupo controle, concordando com Vieira et
al., (2010), onde as concentragdes séricas da AAT foram significativamente maiores
em caes saudaveis, quando comparados aos caes com linfoma, portanto esta
proteina nao auxiliou no diagndstico dessa neoplasia.

A AAT aumentou em ambos os grupos com linfoma apds o primeiro ciclo de

quimioterapia. Sabe-se que a prednisona aumenta a AGP (HARVEY; WEST, 1987)
e HP (McGROTTY et al., 2005), assim, sugere-se que a prednisona utilizada no
primeiro ciclo de quimioterapia, possa ter interferido nesta elevacéo.
Um estudo em figado de rato possibilitou uma analise funcional aprofundada
utilizando dados protedémicos farmacodindmicos abrangentes medidos ao longo de
66 horas apds uma dose unica de metilprednisolona. Como resultado, proteinas
relacionadas a resposta inflamatéria de fase aguda foram reguladas positivamente
em resposta ao medicamento. Proteinas funcionalmente semelhantes mostraram
grande diversidade em seus perfis temporais, indicando mecanismos complexos de
regulagao por corticosteroides que necessitam de estudos adicionais (AYYAR et al.,
2017).

A AAT diminuiu no GLB e aumentou no GLT no momento da recidiva da
doencga, e 0s niveis séricos ndo apresentaram diferencas significativas entre os
grupos estudados, contudo apresentaram-se maiores no momento do diagndstico
dos cées do grupo GLT. Dessa maneira, a AAT que é uma inibidora de proteases,
com atividade anti-inflamatéria, imunomoduladora e antimicrobiana, demonstrou-se
mais relevante na defesa do sistema imune dos caes com linfoma T (BLANCO,
2017).

Ha de se ressaltar que sdo escassos os valores de normalidade para as PFA
encontrados na literatura, sendo assim, sugere-se o estabelecimento de valores de
referéncia para estas proteinas, em cada laboratorio de pesquisa clinico-patologica.
Além disso, a resposta imune inata da AAT nos caes acometidos por linfoma T
(GLT) na recidiva da doenga, mostrou-se muito mais intensa. Sabe-se que a AAT é
0 componente mais importante dentre os “inibidores de proteases”, que € um grupo
de proteinas com a funcdo de neutralizar as atividades das enzimas proteoliticas,
durante um processo inflamatério agudo (ECKERSALL; BELL, 2014). Desta
maneira, 0 aumento das concentragcbes seéricas da AAT em todos os momentos
estudados para os cédes do grupo GLT, sugere maior concentracdo de enzimas
proteoliticas em cades com linfoma T, e consequentemente, elevagcdo desta PFA
positiva que apresenta propriedades antiprotease e anti-inflamatdria.

ALFA-1-GLICOPROTEINA ACIDA (AGP)
No momento do diagnéstico a AGP ndo se apresentou elevada, ou seja, n&o
se comportou como PFA positiva nos caes com linfoma B ou T, embora se
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esperasse 0 contrario. Em um estudo em caes com displasia coxofemoral a AGP
também nao se elevou na presenca de inflamagao (FIORATO et al., 2024). No
entanto, em um ensaio onde nao houve a separacdo de caes linfomatosos de
acordo com o imunofendtipo, as concentracbes seéricas da AGP foram
significativamente maiores nos pacientes com esta neoplasia, quando comparadas
com cées saudaveis no momento do diagndstico, auxiliando no diagnodstico desses
animais (VIEIRA et al., 2010).

Ap0bs o primeiro ciclo de quimioterapia, que incluiu a prednisona como um dos
farmacos, a AGP demonstrou-se elevada em relagdo ao momento do diagndstico,
discordando de Céron et al. (2005), que relataram que esta proteina liga-se a
maioria das drogas. Além disso, com o inicio do tratamento a neoplasia e a
inflamagéo tendem a regredir, no entanto, a AGP demonstrou-se elevada. Este
achado concorda com um estudo que relatou que os niveis séricos da AGP
(HARVEY; WEST, 1987) sao influenciados pela presenga de glicocorticéides, de
modo a apresentar concentragdo elevada apods o tratamento com estas drogas.

As concentragdes seéricas da AGP n&o apresentaram diferengas significativas
entre os grupos estudados, e além disso, tanto nos caes controle como portadores
de linfoma, deste ensaio e, em todos os momentos avaliados, encontraram-se
abaixo do intervalo de normalidade. A AGP apresentou aumento de valores séricos
nos animais acometidos por linfomas B ou T, no momento da recidiva da doenga. Na
recidiva da doencga nos caes com linfoma B a AGP apresentou 2,6 vezes maior do
que no momento do diagndstico deste mesmo grupo. Este resultado corrobora
parcialmente com Yuki et al. (2010), que relataram que a AGP é uma glicoproteina
que responde positivamente ao estimulo inflamatério.

As proteinas de fase aguda (PFA) também desempenham papel no
progndstico na peritonite infecciosa felina (PIF) em gatos tratados com antivirais,
concordando com este ensaio no momento da recidiva do linfoma. Um estudo
recente demonstrou que um retorno sustentado as concentragées normais de AGP
foi o indicador mais rapido e consistente para diferenciar a recuperagao da remissao
apo6s o tratamento da PIF (ADDIE et al., 2022). Como este foi um estudo
retrospectivo com diferentes terapias utilizadas, o intervalo entre o0 momento da
apresentacdo com PIF e a normalizacdo da AGP nao pbde ser estabelecido. A
normalizagdo das concentragdes de AGP foi mais rapida com um novo analogo de
nucleosideo antiviral (ADDIE et al., 2020), sugerindo que um declinio rapido pode
indicar atividade virucida superior. Da mesma forma, um declinio rapido e
sustentado na concentragdo de soro amildide A foi observado em gatos com PIF
tratados com a mesma terapia antiviral (KRENTZ et al., 2021).

Ademais, um estudo em felinos revelou que as PFAs apresentam melhor
correlagdo com a classificagéo etiolégica dos derrames cavitarios. A AGP medida no
derrame mostrou-se o melhor pardmetro para diferenciar entre exsudatos e
transudatos. Embora as PFAs na efusdo e no soro ndo possam substituir a
avaliagao laboratorial e citoldgica de rotina dos derrames em cavidades corporais, a
mensuracao das PFAs, especialmente a AGP, representa uma ferramenta adicional
util para auxiliar na classificagdo e orientar os testes diagnosticos (HAZUCHOVA et
al., 2023).

Também foi realizado um estudo em gatos higidos para determinagdo de
valores de referéncia para AGP, concluindo-se que ocorre elevagao significativa dos
valores de acordo com o aumento da idade (THALMEIER et al., 2023). Neste estudo
discordou-se deste ensaio, onde os caes com linfoma apresentaram a média de
idade de sete anos, demonstrando valores de AGP abaixo da normalidade.
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HAPTOGLOBINA (HP)

A haptoglobina (HP) é uma glicoproteina que se liga a hemoglobina livre no
plasma e desempenha papel crucial na protecao tecidual e na prevencdo de danos
oxidativos, além de possuir algumas funcdes regulatorias (NARIZNY; LEGINA,
2021).

No momento do diagnodstico do linfoma canino a HP n&o demonstrou
elevagdes séricas relevantes, concordando parcialmente com Love et al. (2021), que
demonstraram que concentragédo sérica de HP € um biomarcador util para distinguir
gatos normais daqueles com doenga inflamatéria gastrointestinal, mas néo
conseguiu diferenciar significativamente entre doenga inflamatdria intestinal e
linfoma. Estudos adicionais podem ser benéficos para determinar o significado
prognéstico da haptoglobina sérica, visto que este pode estar relacionado a
gravidade da inflamagao gastrointestinal. No entanto, ha relatos que o fendtipo da
HP pode avaliar a predisposicdo individual de uma pessoa a diversas doencas,
inclusive neoplasias (NARIZNY; LEGINA, 2021).

As concentragdes séricas de HP apresentaram diferengas significativas para a
interacdo grupos x momentos, apds o primeiro ciclo de quimioterapia nos caes
portadores de linfoma B (GLB), aumentando em ambos os grupos doentes. O
primeiro ciclo de quimioterapia incluiu a prednisona como um dos farmacos,
concordando com um estudo que relatou que os niveis séricos da HP (McGROTTY
et al., 2005) sdo influenciados pela presenca de glicocorticoides, de modo a
apresentar concentragdo elevada apos o tratamento com estas drogas. De outra
parte, a HP diminuiu no soro dos caes portadores de linfoma B (GLB) e aumentou
naqueles do grupo GLT, no momento da recidiva da doenga, demonstrando suas
propriedades bacteriostatica e imunomoduladora nestes pacientes.

Os niveis aumentados de HP encontrados em inflamagdes cronicas podem
desempenhar papel importante na reparacdo tecidual, devido a sua atividade
angiogénica (CRAY , 2012), no entanto, a HP ndo se elevou em gatos com
pancreatite (KRASZTEL et al., 2022).

A concentragao de HP no sangue pode ser usada como indicador bioquimico
para diagnosticar o desenvolvimento de processos hemoliticos, inflamatérios e
avaliar o estado funcional do figado (NARIZNY; LEGINA, 2021).

CERULOPLASMINA (CP)

Os niveis séricos de CP apresentaram-se significativamente mais elevados no
grupo GLB em relagdo aos cées do grupo controle (GC) no momento do diagndstico,
e além disso, mostraram-se maiores nos caes acometidos por linfoma, se
comparados aos valores de normalidade, nos trés momentos analisados. Este
achado corrobora com Calazans et al. (2009), que relataram aumento da CP em
caes com linfoma, sugerindo uma resposta a reagao inflamatoria nestes animais.

A CP diminuiu em ambos os grupos de caes acometidos por linfoma apés o
primeiro ciclo de quimioterapia. Este resultado era esperado, pois com o inicio do
tratamento a neoplasia e a inflamacédo tendem a diminuir nesses pacientes. A CP
diminuiu no soro de animais do GLB e aumentou no GLT, no momento da recidiva
da doenga, portanto, a proteina apresentou comportamento biolégico diferente entre
caes portadores de linfomas B ou T. No entanto, segundo Lucas et al. (2010), a
auséncia de alteracdo da CP no linfoma canino e a influéncia da quimioterapia, faz
desta uma PFA inapropriada para monitorar o linfoma canino. Além disso, estudos
precedentes nao evidenciaram valores séricos para CP que pudessem diferenciar
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significativamente caes acometidos por linfoma ou leucemia de caes higidos
(TECLES et al., 2005), discordando do ensaio em tela.

Ha de se ressaltar que existe uma série de alteragdes nas proteinas
plasmaticas que ocorrem em uma ampla variedade de espécies, em resposta a
traumas, inflamagdes e infecgbes, independente do agente etioldgico. Essas
proteinas plasmaticas fazem parte da resposta imune inata. Além disso, parece que
varias proteinas plasmaticas podem ser preditivas de morbidade e/ou mortalidade
(POWANDA; MOYER, 2021).

CONCLUSOES

Nas condigdes em que este ensaio foi realizado, foi possivel concluir que:
- Algumas PFAs apresentaram variagdes biolégicas importantes na sua biossintese
de acordo com o imunofendtipo do linfoma.
- No diagnéstico somente a ceruloplasmina se apresentou como PFA positiva nos
caes com linfoma B, demonstrando fator protetivo nesses pacientes.
- Apds o 1° ciclo de quimioterapia as proteinas AAT, AGP e HP aumentaram suas
concentragdes, indicando a interferéncia dos farmacos nessa elevagéo.
- Ap6s o 1° ciclo de quimioterapia a CP diminuiu suas concentracées nos GLB e
GLT, sugerindo menor sintese hepatica, devido a melhora clinica dos pacientes.
- Na recidiva da doenca as proteinas AAT, AGP, HP e CP aumentaram suas
concentragdes nos caes com linfoma T e somente a AGP aumentou a concentragéo
no GLB, demonstrando a importancia dessas proteinas como valor progndstico da
doenga.
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