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RESUMO GERAL

O Histiocitoma Fibroso Maligno € uma neoplasia incomum em caes, mas que pode
surgir em varios tipos de tecidos do organismo e possui um prognéstico
desfavoravel, o que faz com que estudos avancados a seu respeito se tornem
relevantes. O objetivo do presente trabalho foi investigar o potencial fagocitico de
células do histiocitoma fibroso maligno canino e comparé-lo com o de macrofagos
derivados de mondcitos do sangue periférico. Como ferramentas de estudo, foram
utilizadas células DHB82 originadas de um histiocitoma canino, na forma
mononucleada e que receberam interleucina 4 (IL-4) adicionada ao meio de cultivo
para formacdo de sua forma gigante multinucleada Com o intuito de avaliar o
potencial fagocitico desse tipo celular neoplasico, essas células foram expostas a
particulas de Zymosan conjugadas a molécula fluorescente FITC, e adquiridas em
citobmetro de fluxo. A citometria permitiu determinar a porcentagem de células que
internalizaram ou ndo as particulas. Como resultado do experimento foram obtidos
uma média de 69,2% de células mononucleares que fagocitaram as particulas de
Zymosan e de 76,6% de células gigantes com esse mesmo potencial, ndo havendo
diferenca significativa entre as duas formas da célula. Com essa pesquisa foi
possivel determinar que o potencial fagocitico de suas células originarias, 0s
monaocitos, esta presente nas células DH82 e DH82 gigantes, potencial este que
provavelmente seja responsavel, pelo menos em parte, pelo prognéstico
desfavoravel dessa doenca.

Palavras-chave: DH82, DH82 gigante, mondcitos, neoplasia
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ABSTRACT

Malignant Fibrous Histiocytoma is an uncommon neoplasm in dogs, but it can appear
in many types of tissues in the body and has an unfavorable prognosis, making
advanced studies of it relevant. As study tools, DH82 cells from an original dog
histiocitoma in their mononuclear form and received inoculation of interleukin 4 (IL 4)
in the culture medium, to become multinucleate giant DH82 cells. In addition, normal
monocytes were collected from the peripheral whole blood of a healthy dog, also
cultured in both forms, for comparison with the neoplastic cells. In order to evaluate
the phagocytic potential of this neoplastic cell type, these cells were exposed to
Zymosan particles conjugated to fluorescent molecule FITC and acquired on a flow
cytometer. Cytometry allowed determining the percentage of cells that internalized or
not the particles. As a result of the experiment, a mean of 69,2% of mononuclear
cells that phagocytosed and 76,6% of giant cells with this same potential were
obtained, since there was no difference between the two types of cells. With this
research, it was possible to determine that the phagocytic potential of its original
cells, monocytes, is present in DH82 and multinucleate giant DH82 cells, which
showed that this potential is probably responsible, at least in part for the unfavorable
prognosis of this disease.

Keywords: DH82, giant DH82, monocytes, neoplasia
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

Histidcito foi um termo muito empregado para designar apenas um tipo de
macrofago situado na pele. O aparato celular abrangido por esse termo evoluiu e
agora este serve para designar células dendriticas (dendritic cells - DCs na sigla em
inglés) e linhagens de macréfagos (MOORE, 2014). Estas células sédo sentinelas da
resposta imune inata, fagocitando e eliminando antigenos, bem como sédo de grande
importancia para a resposta imune adaptativa, capturando antigenos para serem
guebrados em peptideos menores e apresentados para os linfocitos T (TIZARD,
2014). A diferenca entre elas é com relacdo a maior especificidade de suas funcoes,
sendo o macréfago mais especializado na fagocitose durante a defesa ativa e a
remocao de restos de tecidos (SAMUELSON, 2007), enquanto as células dendriticas
sdo mais voltadas a apresentacdo de antigenos, sendo as Unicas capazes de
sensibilizar linfocitos T virgens (TIZARD, 2014). Essa capacidade Unica se deve ao
fato das DCs apresentarem uma degradacdo endossomal mais lenta, o que permite
uma melhor apresentacdo de antigenos (DEN HAAN et al., 2014).

Os histiocitos se formam a partir da células-tronco CD34+ conforme o estimulo
gue essas células recebem, formando macréfagos e linhagens de DCs, que
englobam as células de Langerhans e células dendriticas intersticiais. O
desenvolvimento de macrofagos ocorre com o estimulo do fator estimulador de
colénia granulocitica monocitica (GM-CSF) e de macréfagos (M-CSF). As linhagens
DCs se formam com o estimulo GM-CSF mais o fator de necrose tumoral a (TNF-a).
A formacéo das células dendriticas de Langerhans é estritamente ligada ao estimulo
do fator de transformacao do crescimento (TGF-$1), além dos citados anteriormente.
Esse dltimo fator é liberado pelos queratindcitos presentes na epiderme. Os
monaocitos sanguineos podem também se diferenciar em DCs sob a influéncia de
GM-CSF mais interleucina 4 (IL-4) (MOORE, 2014).

As células dendriticas estao localizadas em quase todos os tecidos, exceto no
cérebro, mas podem ser encontradas em tecidos adjacentes a este, como nas
meninges e no plexo coréide (MOORE, 2014). Da mesma forma, os macréfagos

estdo localizados em diversas partes do corpo recebendo denominacgdes especiais:



células de Kupffer no figado, clasmatocitos no baco, células mesangiais
glomerulares nos rins, células da microglia no sistema nervoso central, macrofagos
alveolares nos pulmdes e células A nas sindvias articulares (MALE et al., 2014).
Quando o organismo fica exposto a corpos estranhos indigeriveis e a patdogenos
intracelulares persistentes, como micobactéria, ou em algumas doencas, como
artrites, neoplasias e enfermidades granulomatosas, os macréfagos ativados se
fundem formando uma célula com dois ou mais nulcleos, a célula gigante
multinucleada (macrophages giant cells - MGCs na sigla em inglés) (KONDO et al.,
2009; MILDE et al., 2015).

As MGCs foram primeiramente descritas por Langhans (1868), que visualizou
sua presenca em granulomas de tuberculose (HELMING & GORDON, 2008). Sua
formacao “in vitro” foi descrita pela primeira vez por Black (1976). Estas células
possuem de 2 a 200 nucleos, podendo ser de dois tipos: Langhans, com nucleos
concentrados na periferia da célula, e tipo corpo estranho, com nucleos dispersos
pelo citoplasma (MARIANO & SPECTOR, 1974). Estes ultimos autores pesquisaram
o potencial fagocitico in vivo dessas células e comprovaram que as células
polinucleadas ou policariontes de macréfagos possuem essa caracteristica contra o
Mycobacterium tuberculosis hominis, mas de forma menos acentuada do que as
suas células geradoras, os macréfagos. Fortes (2011) encontrou células gigantes
multinucleadas dos tipos Langhans e corpo estranho, contendo fungos dentro de
granulomas da Paracoccidioidomicose, micose sistémica cujo agente etioldgico € o
Paracoccidioides brasiliensis. Ja Milde et al. (2015) realizaram uma comparacao da
atividade fagocitica das MGCs e dos macrofagos “in vitro”, constatando que as
MGCs, formadas pela inducdo com IL-4, fagocitaram “beads” (termo em inglés
utilizado em laborat6rio para esférulas) de poliestireno de diversos diametros (0,5, 2,
4,5, 10, 20 e 45 ym), mais efetivamente que seus precursores macrofagos néo
fundidos. Nesse trabalho, as MGCs apresentaram a capacidade de fagocitar
particulas de 45 um, que os macréfagos precursores ndo conseguiram, mostrando
gue a fagocitose de alvos grandes é uma caracteristica inerente as MGCs. Apesar
de varias pesquisas virem gradualmente elucidando os mecanismos moleculares da
formacdo das células gigantes, suas acles fisiopatologicas e papéis exatos nas
respostas imunes ainda estdo mal compreendidas (KONDO et al., 2009).

Além do seu envolvimento fisioldgico, macrofagos, células dendriticas e células

gigantes multinucleadas, podem estar presentes em sua propria neoformacéo,
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denominada sarcoma histiocitico, histiocitoma fibroso maligno, ou sarcoma
pleomorfico indiferenciado (MCGAVIN & ZACHARY, 2009). Trata-se de uma
neoplasia maligna, frequente em humanos mas incomum em animais domeésticos,
correspondendo a apenas 0,34% de todos os tumores caninos e 3% dos tumores de
pele em gatos (RASKIN & MEYER, 2011).

Essa neoplasia apresenta-se de duas formas distintas, de acordo com sua
apresentacao clinica e comportamento bioldgico: localizada e disseminada. A forma
localizada apresenta lesBes primarias (tumores unicos ou multiplos), infiltrativas,
com indice metastatico de moderado a alto. Essas lesées podem aparecer no baco,
linfonodo, pulméo, medula 6ssea, sistema nervoso central, pele, subcutaneo, tecidos
periarticulares e articulares dos membros. Mas estas lesbes podem ser drenadas
por via linfatica e se disseminarem para 6rgdos secundarios (AFFOLTER & MOORE,
2002) como figado e pulmdes (com sitio primario esplénico), e linfonodos hilares
(com sitio primario pulmonar), ou até mesmo atingir o organismo como um todo,
caracterizando o segundo tipo da neoplasia (MOORE, 2014). Essa forma
disseminada também tem sido chamada de histiocitose maligna (MCGAVIN &
ZACHARY, 2009). Devido a esse mecanismo de acdo do tumor, estudos afirmam
gue as formas localizada e disseminada na verdade representam estagios diferentes
da mesma doenc¢a (FULMER & MAULDIN, 2007).

Experimentos recentes empregando técnica imunohistoquimica demonstraram
gue a maioria dos sarcomas histiociticos tem origem nas células dendriticas e,
devido & ampla distribuicdo dessas células no organismo, o sarcoma histiocitico
pode surgir em praticamente todos os tecidos (MOORE, 2014). A forma menos
comum originada de macrofagos, o sarcoma histiocitico hemofagocitico,
normalmente surge do bago ou na medula éssea, mostrando caracteristicas clinicas
similares as da forma comum localizada, mas com progressdo mais rapida
(KENNEDY et al., 2016).

O desenvolvimento do sarcoma histiocitico disseminado é rapido, e na maioria
das vezes fatal, enquanto que sua forma localizada tem melhor resposta ao
tratamento. Poucos trabalhos relatam a sobrevida do animal apds excisdo cirargica
da forma localizada do tumor. Um estudo mostrou que em 18 casos em que a
doenca foi de origem sinovial, a sobrevida dos pacientes foi de 3 a 6 meses para
cées nao tratados, e de 6 meses para os tratados com amputagdo - com ou sem

guimioterapia -, nos quais a taxa metastatica foi de 91% (CRAIG et al., 2002). Outro
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estudo mostrou que mesmo sob tratamento da associacdo de dois quimioterapicos,
a lomustina e a doxorrubicina, o tempo médio de sobrevida foi de 185 dias, 0 que
mais uma vez mostra ser uma média de 6 meses (CANNON et al, 2015).

Os histiocitomas malignos caninos representam, portanto, um conjunto de
neoplasias agressivas que, apesar de relativamente rara em céaes, acarretam
elevadas taxas de mortalidade (KENNEDY et al., 2016).

A partir da extragdo de ceélulas desse tumor, foi possivel produzir
laboratorialmente uma linhagem de cultivo, primeiramente descrita por Wellman et
al. (1988), autores que nomearam a cultura como Dog histiocitic 82 - DH82.

Através do cultivo de células DH82 originadas do sarcoma histiocitico canino, o
presente trabalho vem propor um amplo estudo a respeito de uma funcéo especifica
dos histidcitos na resposta imune: seu potencial fagocitico. Esse estudo pretende
trazer mais conhecimento aos pesquisadores e profissionais da area, e possibilitar
uma maior compreensao da progressao clinica da doenca e do seu prognéstico
desfavoravel. Uma vez comprovado o potencial fagocitico das células DH82, assim
como das células gigantes multinucleadas produzidas a partir da mesma, podemos
verificar se mesmo sendo neoplasicas, essas células mantem essa propriedade, que
certamente causaria grandes prejuizos para os tecidos que abrigam essa neoplasia.
Além disso, as células gigantes neoplasicas podem servir como um reflexo da
funcionalidade das células gigantes ndo neoplasicas, presentes no organismo
animal em quadros inflamatdrios granulomatosos de dificil resolucéo.

Outro aspecto é o reflexo que estudos em modelos caninos neoplasicos tem
trazido para a medicina humana. Segundo Pinho et al. (2012), o modelo canino é
uma ferramenta impar, por ser semelhante na parte clinica e molecular com o0s
canceres humanos, dificeis de reproduzir em outros sistemas modelo. E, sendo o
histiocitoma fibroso maligno o terceiro mais prevalente sarcoma em humanos
adultos (ROUHANI et al., 2008), pesquisas sobre essa neoplasia em caes, como

modelo experimental da mesma em humanos, sera de grande valia para a Medicina.
1.1.OBJETIVOS

1.1.1. Geral:
Avaliar o potencial fagocitico “in vitro” de células DH82 e das células gigantes

multinucleadas tumorais delas derivadas.



1.1.2. Especificos:

e Estabelecer um cultivo de células DH82 originadas de um histiocitoma
maligno canino.

e Avaliar “in vitro” o potencial fagocitico de células DH82 sobre particulas de
Zymosan.

e Avaliar a formagao “in vitro” de células gigantes tumorais derivadas das
células DH82.

e Avaliar “in vitro” o potencial fagocitico de células gigantes tumorais sobre
as particulas de Zymosan, na citometria de fluxo.

e Comparar esse potencial fagocitico neoplasico com o de células néo
neoplasicas obtidas a partir de mondcitos do sangue periférico.

1.2.HIPOTESES

Uma vez demonstrado por Mariano & Spector (1974) que a célula gigante
multinucleada apresenta um potencial fagocitico para Mycobacterium tuberculosis
hominis, o presente trabalho objetiva comprovar se esse potencial se estende a
essas células na sua forma neoplasica (linhagem DH82), a partir da exposicao
dessas a particulas de Zymosan avaliado pela citometria de fluxo.

Ademais, sendo a célula gigante multinucleada um constituinte do histiocitoma
fiboroso maligno (MOORE, 2014), pode-se supor que ao se tornar neoplasica ela
mantenha esse potencial fagocitico, o que justificaria o grau de malignidade do
tumor, devido ao risco desse potencial se voltar contra as proprias células do tecido

adjacente.



CAPITULO 2

Avaliacao “In Vitro” do Potencial Fagocitario de Células Gigantes Tumorais do
Histiocitoma Fibroso Maligno Canino

(“In vitro” evaluation of phagocytic potential of tumor giant cells of canine

malignant fibrous histiocytoma)

Mayara Carolina Eloy Machado!, Alexandra Senegaglia', Lidiane Maria Boldrini

Leite", Nathalia Ruy Batista da Silva', Gervasio Henrique Bechara'.

' Escola de Ciéncias da Vida, Curso de Medicina Veterinaria, Pontificia Universidade
Catdlica do Parana (PUCPR).

' Escola de Medicina, Nucleo de Tecnologia Celular, Pontificia Universidade Catélica
do Parana (PUCPR).

Gervésio Henrigue Bechara, Professor Titular de Patologia Animal, Escola de
Ciéncias da Vida, Curso de Medicina Veterinaria, Pontificia Universidade Catolica do
Parand (PUCPR), Rua Imaculada Concei¢do 1155, Bairro Prado Velho, Curitiba,
Parana, 80215-901, Brasil.

Email: gervasio.bechara@pucpr.br

Resumo

O Histiocitoma Fibroso Maligno € uma neoplasia incomum em cées, mas que pode
surgir em Vvarios tipos de tecidos do organismo e possui um progndstico
desfavoravel, o que faz com que estudos avancados a seu respeito se tornem
relevantes. O objetivo do presente trabalho foi investigar o potencial fagocitico de
células do histiocitoma fibroso maligno canino e compara-lo com o de mondcitos do
sangue periférico. Como ferramentas de estudo, foram utilizadas células DH82
originadas dessa neoplasia, cultivadas na sua forma mononucleada e que
receberam IL-4 adicionada ao meio de cultivo para formacéo de sua forma gigante
multinucleada. Além disso, foi realizada a separacdo de mondcitos normais,
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coletados do sangue total periférico de um cdo saudavel, cultivados também nas
duas formas, para comparacdo com as células neoplasicas. Para avaliar o potencial
fagocitico, essas células foram expostas a particulas de Zymosan conjugadas a
molécula fluorescente de isotiocianato de fluoresceina (FITC), e adquiridas em
citobmetro de fluxo. A citometria permitiu determinar a porcentagem de células que
internalizaram ou ndo as particulas. Como resultado do experimento foram obtidos
uma média de 69,2% de células mononucleares que fagocitaram e 76,6% de células
gigantes que mantiveram o potencial fagocitico, ja que ndo houve diferenca entre as
duas formas da célula. Com essa pesquisa foi possivel determinar que o potencial
fagocitico das suas células originarias, os macréfagos, esta presente nas células
DH82 e DH82 gigantes, 0 que nos mostrou que provavelmente esse potencial seja
responsavel pelo menos em parte pelo prognéstico desfavoravel dessa doenca.

Palavras-Chave
DH82, DH82 gigante, macrofago, neoplasia.

Introducéo
Histi6citos € um termo abrangente que designa linhagem de células dendriticas
(dentritic cells - DCs na sigla em inglés) e de macréfagos.®® Estas células séo
sentinelas da resposta imune inata, fagocitando e eliminando antigenos, bem como
sdo de grande importancia para a resposta imune adaptativa, capturando antigenos
para serem quebrados em peptideos menores e apresentados para os linfocitos T.4’
Quando o organismo fica exposto a corpos estranhos indigeriveis, patégenos
intracelulares persistentes, como a micobactéria, ou em algumas doencgas, como
artrites, neoplasias e enfermidades granulomatosas, os macréfagos ativados se
fundem formando uma célula com dois ou mais nucleos, a célula gigante
multinucleada (macrophages giant cells - MGCs na sigla em inglés).?>3? As MGCs
foram primeiramente descritas por Langhans (1868), que visualizou sua presenca
em granulomas de tuberculose.’® Sua formagao “in vitro” foi descrita pela primeira
vez por Black (1976). Estas células possuem de 2 a 200 nucleos, podendo ser de

dois tipos: Langhans, com nudcleos concentrados na periferia da célula, e tipo corpo
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estranho, com nucleos dispersos pelo citoplasma.?® Estudos mais recentes
demonstram a interleucina 4 (IL-4) como indutora da formacédo de células gigantes.
18,5,31

Mariano & Spector (1974) comprovaram que as MGCs possuem potencial
fagocitico in vivo para Mycobacterium tuberculosis hominis, mas de forma menos
acentuada que as suas células geradoras, os macrofagos. Milde et al. (2015)
realizaram uma comparacao da atividade fagocitica das MGCs e dos macréfagos in
vitro, constatando que as MGCs tém potencial fagocitico tanto maior quanto maior
as “beads” de poliestireno a que sdo expostos. Nesse trabalho, as MGCs
apresentaram a capacidade de fagocitar particulas de 45 um, que os macréfagos
precursores nao conseguiram, mostrando que a fagocitose de alvos grandes € uma
caracteristica inerente as MGCs.

Além do envolvimento fisiolégico, os macréfagos, as células dendriticas e as
células gigantes multinucleadas, podem vir a gerar sua propria neoformacéo,
denominada sarcoma histiocitico, histiocitoma fibroso maligno, ou sarcoma
pleomorfico indiferenciado.’® Trata-se de uma neoplasia maligna frequente em
humanos, mas incomum nos animais domeésticos, correspondendo a apenas 0,34%
de todos os tumores caninos e a 3% dos tumores de pele em gatos.*°
Essa neoplasia pode se apresentar nas formas localizada e disseminada, de acordo
com sua apresentacdo clinica e comportamento biolégico. A forma localizada
apresenta lesGes primarias (tumores unicos ou multiplos), infiltrativas, com indice
metastatico de moderado a alto. Devido a abrangente localizacdo de suas células
precursoras ndo neoplasicas, essas lesdes podem aparecer em diversos 0rgaos,
tais como: baco, linfonodo, pulm&o, medula 6ssea, sistema nervoso central, pele,
subcutaneo, tecidos periarticulares e articulares dos membros. Mestastases ocorrem
por via linfatica, sendo levada para 6rgédos secundarios,>! como figado, pulmdes e
linfonodos hilares ou até mesmo atingir o organismo como um todo, caracterizando o
segundo tipo da neoplasia.3® Essa forma disseminada também tem sido chamada de
histiocitose maligna.®

O desenvolvimento do sarcoma histiocitico disseminado é rapido e na maioria das
vezes fatal, enquanto que sua forma localizada tem melhor resposta ao tratamento.
Poucos trabalhos relatam a sobrevida do animal ap0s excisdo cirargica da forma
localizada do tumor. Um estudo mostrou que em 18 casos em que a doenca foi de

origem sinovial, a sobrevida dos pacientes foi de 3 a 6 meses para caes nao
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tratados, e de 6 meses para os tratados com amputacdo (com ou sem
quimioterapia), nos quais a taxa metastatica foi de 91%.° Outro trabalho com 17
cdes tratados com quimioterapia associada de dois farmacos (Lomustina e
Doxorrubicina), no qual 15 deles (88%) apresentavam doenca disseminada ou
metastatica, o tempo médio de sobrevida foi de 185 (18 a 402) dias (Cannon et al,
2015). Os histiocitomas malignos caninos representam, portanto, um conjunto de
neoplasias agressivas que, apesar de relativamente rara em céaes, acarretam
elevadas taxas de mortalidade.?®

A partir da extracdo de células desse tumor, foi possivel produzir
laboratorialmente uma linhagem de cultivo, primeiramente descrita por Wellman et
al. (1988), autor que nomeou a cultura como Dog histiocytic 82 - DH82.
Através do cultivo de células DH82 originadas do sarcoma histiocitico canino, o
presente trabalho vem propor um estudo a respeito do potencial fagocitico dessas
células, ampliando o conhecimento sobre a progressao clinica da doenca e do seu

prognostico desfavoravel.

Material e Métodos
Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de
Animais da PUC-PR, registro 01215 — 12 versao.

Cultivo de células DH82

Uma amostra de células da linhagem DH82 (passagem 54 (54P) foi gentilmente
cedida pelo Dr. Marcelo B. Labruna da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP), e mantida em cultura celular
em meio apropriado com o emprego de técnicas descritas anteriormente.*®10:3 Em
resumo, as células DH82 (Figura 1a) foram plagueadas em garrafas de poliestireno
descartaveis de 75 cm? (Figura 1b) e mantidas em meio de cultivo Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) com 10% de soro fetal bovino. A cultura foi mantida
em incubadora umidificada, a 37°C com 5% de tensao de CO.. O meio foi trocado
trés vezes por semana, descartando-se o sobrenadante e adicionando-se 10 mL de

meio fresco.



. ’.' 4 ".v. . !
- RO :‘".FV RO IR :,.Y".,.. |
Figura 1. Fotomicrografia em microscépio invertido da monocamada de células DH82 (a). A

garrafa de 75cm2 do cultivo das células DH82 (57P) (b). Mantidas em meio de cultivo
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) com 10% de soro fetal bovino.

Obtencao de células gigantes tumorais

Apbs o cultivo e expansdo das células DH82, as mesmas foram expostas a
interleucina 4 (IL-4) recombinante humana (Peprotech, Inc.) empregada para
formacdo de células gigantes por outros autores.'®3%5 As células DH82 foram
incubadas em garrafas de poliestireno descartaveis de 75 cm? contendo 0,5 x 108
células/mL durante 20 horas. Apés esse periodo as células foram tratadas com IL-4
(25 ng/mL), incubadas por mais sete dias, com uma troca de meio mais IL-4 no
segundo dia de cultivo, quando se realizou uma analise das células no microscopio
invertido (Figuras 2a e b). Ao final dos sete dias foi verificado que ainda haviam
poucas células gigantes e optou-se por cultivar as células por mais trés dias com o
dobro da concentracédo de interleucina (50 ng/mL). No décimo dia as células foram

novamente analisadas em microscoépio invertido (Olympus CK40) (Figuras 2 c e d).
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Figura 2. Fotomicrografia de células DH82. Células DH82 com dois dias de cultivo, aparecendo
as primeiras células gigantes com multinucleagdo apontada pelas setas finas (a e b). Células
DH82 gigantes ao fundo da ldmina com dez dias de cultivo e multinucleacdo apontada pelas
setas grossas (c e d) (40X).

Separacdo dos mondcitos do sangue total
Foram coletados 200 mL de sangue de um céo, fémea, 3 anos de idade, saudavel,
com os resultados de hemograma dentro dos padrdoes de referéncias normais
(Figura 3a) (Aprovado pelo Comité de Etica no uso Animal, Registro do Projeto:
01245 — Emenda - Método de obtencéo de células, através do sangue de animais
sadios). Esse sangue foi armazenado em uma bolsa para coleta de sangue, com
anticoagulante CPDA-1 no volume compativel com a quantidade de sangue
coletada. Para isso foi necessario a retirada da metade do volume inicial de
anticoagulante da bolsa.

O sangue coletado foi levado ao laboratério de cultivo celular da PUCPR, onde foi

distribuido em 5 tubos Falcon de 50 mL em volumes de 40 mL de sangue por tubo.
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Esse sangue total inicial foi centrifugado por 20 minutos a 900 g, sem aceleracao e
sem freio, para obtencdo do anel leucocitario (Figura 3b). O anel de cada tubo foi
entdo extraido com o auxilio de uma pipeta descartavel estéril de 5 mL.

Os anéis leucocitarios extraidos foram depositados, cautelosamente, em 4 tubos
Falcon de 50 mL, os quais ja continham 10 mL de cada tipo de Ficoll, com diferentes
densidades: Ficoll Histopaque®-1119 (utilizado para separar mondcitos) e Ficoll
Histopaque®-1077 (utilizado para separar células mononucleares), sendo o de maior
densidade colocado primeiro, ou seja, abaixo do de menor densidade. Para
depositar o anel, a pipeta foi encostada na parede do tubo, e o conteudo
extravasado lentamente para que ficasse sobre os dois tipos de Ficoll, sem se
misturar a eles (Figura 3c). Esse tubo foi entdo centrifugado a 400 g sem aceleracao
e sem freio, por 30 minutos (Figura 3d).

Apos centrifugacdo foi possivel observar a presenca de dois anéis leucocitarios,
um acima, onde estavam contidas as células mononucleares em geral, e outro
abaixo (entre um Ficoll e o outro) onde estavam apenas os mondcitos (Figura 3e). O
sobrenadante foi retirado, deixando apenas um pequeno volume préximo ao anel
leucocitario. Esse volume foi extraido juntamente com o primeiro anel e depositado
em outro tubo Falcon de 50 mL (nomeado de Mononucleares). Depois da retirada do
primeiro anel, um pouco de Ficoll que estava entre os anéis, foi desprezado. O
restante de Ficoll que sobrou junto com o segundo anel leucocitario, foi aspirado
com o anel e depositado em um tubo Falcon 50 mL (nomeado de Mondcitos) (Figura
3f). Os tubos foram centrifugados a 400 g, com aceleracéo e freio por 10 minutos.

O tubo de mononucleares teve o0 seu sobrenadante desprezado com a inversao
total do tubo sobre um descarte de meio. Restou no fundo do tubo apenas um botéo
de leucécitos. Esse pellet foi entdo homogeneizado delicadamente manualmente, e
entdo adicionado 1 mL de Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) e
homogeneizando novamente. Com auxilio de uma pipeta de 10 pL, desse volume foi
retirado da suspensao de células, e depositado em uma camara de Neubauer, para
contagem em microscopio (Olympus CX31).

O mesmo procedimento de descarte do sobrenadante, homogeneizagédo do
botdo de células e adicdo de 1 mL foi realizado com o tubo de Mondcitos para
contagem em camara de Neubauer (figura 3h), mas antes esses tiveram que
passar por uma etapa de lise das hemacias, com o uso de tamp&o hemolitico. O

tampéao foi adicionado sobre o botdo de células, num volume de 20 mL, sendo
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homogeneizado, e aguardou-se 10 minutos para que ocorresse a agao de lise. Apos
esse tempo, o tubo foi colocado na centrifuga a 400 g por 10 min com aceleracéo e
freio (Figura 39).

De acordo com a contagem realizada, foi determinado o volume a ser retirado da
suspensdo celular, a fim de se ter a quantidade para plaqueamento de 10°

células/mL/poco em uma placa de cultivo de seis pocos.
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Figura 3. Bolsa de sangue (a). Tubo Falcon com sangue total, que passou pela primeira
centrifugacdo, para obtencdo do anel leucocitério (b). Deposicdo do anel leucocitério
cautelosamente sobre os dois tipos de Ficoll (c). Tubo pronto para a centrifugacdo apdés
deposicdo do anel leucocitario sobre o Ficoll (d). Duplo anel leucocitario, o primeiro formado
na parte de cima, entre o plasma e o Ficoll (mononucleares) e 0 segundo formado abaixo, entre
o Ficoll e o concentrado de hemacias (monocitos) (e). Tubo de mondcitos (lado esquerdo da
imagem) e tubo de mononucleares (lado direito da imagem) apo6s centrifugacéo (f). Tubo de
monocitos apos centrifugacdo da lise de heméacias (g). Contagem de mondcitos em camara de
Neubauer (aumento de 10x) (h). Placa de cultivo com monécitos que posteriormente foram
expostos ao Zymosan (i).
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Separacao de células mononucleadas do sangue total (Controle Negativo)

Foi procedida também a separacdo das células mononucleares do sangue total
periférico do mesmo cdo saudavel, seguindo o0 mesmo passo a passo anterior, com
apenas uma diferenca: para a separacdo sO das mononucleadas, foi utilizado
apenas um tipo de Ficoll, o de menor densidade (Ficoll Histopaque® - 1077).
Formou-se, portanto, apenas uma camada de células, que foram separadas,
centrifugadas, e contadas da mesma maneira.

Essas células foram utilizadas como controle negativo para que fosse excluida
qualquer possibilidade de que as particulas de Zymosan apresentassem reacéo
inespecifica, sem necessariamente serem fagocitadas. O objetivo dessa separacao
foi expor os linfocitos, que fazem parte da maior parcela das mononucleares em
cdes, as particulas de Zymosan, para comprovar que esse tipo celular ndo

apresenta potencial fagocitico.

Ensaio de fagocitose com o0 Zymosan

O Zymosan, composto de particulas derivadas da parede de Saccharomyces
cerevisiae, foi empregado no presente trabalho de acordo com a técnica
apresentada nas instruges do fabricante (Bio Particles® Fluorescent Particles and
Opsonizing Reagents). Em resumo, o Zymosan (Molecular Probes) foi ressuspenso
em 20 mg/mL de tampédo fosfato salina (PBS) estéril. A solucdo foi entdo
homogeneizada em vortex, por trés vezes de 15 segundos cada e entdo sonicada
trés vezes durante 20 segundos cada. As particulas de Zymosan obtidas para esse
trabalho j4 estavam associadas a molécula fluorescente de isotiocianato de
fluoresceina (FITC). Depois da ressuspensao, essas particulas foram expostas as
células gigantes tumorais e as células DH82 mononucleadas para avaliar seu
potencial fagocitico.

As células DH82, DH82 gigantes, mondcitos e células gigantes saudaveis, foram
colocadas em placas com meio de cultivo, na concentracdo de 10° células/mL e
mantidas em incubadora a 37°C, com 5% de tensédo de CO2 por 30 minutos. Apés
isso, foram adicionados 100uL de Zymosan na concentracdo final de 10 mg/mL
sobre as células, sendo entdo as DH82 e as células gigantes incubadas novamente

por mais 1 hora, apds o que foram retiradas da estufa e lavadas com PBS- O mesmo
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procedimento foi repetido com os outros tipos celulares expostos a citometria:
DH82 gigantes, mondcitos e células gigantes ndo neoplasicas.

A aquisic@o das células por citometria de fluxo foi realizada em triplicata, através
de um FACS Calibur (BD Biosciences) e a analise pelo software FlowJo (FlowJo,
Ashland, OR, USA). Para isso foram desempenhadas 3 etapas: a primeira com a
aguisicdo de uma aliquota pura de células, para calibrar o citbmetro. Na segunda
etapa, foi adquirido uma porcdo das células com adicdo de 7AAD e CD14, para
detectar a viabilidade celular e constatar que elas realmente sdo derivadas de
monocitos/macréfagos. A Ultima etapa foi a deteccdo do potencial fagocitico das
células, com aquisicdo de trés aliquotas das células expostas ao Zymosan

associado ao FITC.

Caracterizacao e Viabilidade Celular

Uma aliquota com 10° células/mL (DH82, DH82 gigante, mondcitos, células gigantes
e mononucleares) foi separada em tubos préprios para citometria de fluxo, para
adicdo dos marcadores CD14 e 7AAD (BD Pharmingen™). Primeiro, essas células
passaram por uma lavagem, para retirada do meio onde elas estavam diluidas, com
500 L de PBS. Foram centrifugadas a 400 g por 5 minutos. Foram adicionados 5 puL
de 7AAD e 20 uL de CD14, e mantidas a temperatura ambiente, protegidas da luz,
por 30 minutos. ApGs esse tempo as células foram lavadas e centrifugadas como
descrito anteriormente, para entdo serem suspensas em 500 pL de PBS. Para
verificar a viabilidade das células foi utilizado o corante 7-AAD e o CD14 foi utilizado
para reconhecer a origem das células, como derivadas de mondcitos. Anticorpos
isotipicos idénticos (BD Pharmingen) foram utilizados como controle. A aquisi¢cdo
das células por citometria de fluxo foi realizada através de um FACS Calibur (BD
Biosciences) e a analise quantitativa pelo software FlowJo (FlowJo, Ashland, OR,
USA).

Analise Estatistica
Na avaliacdo estatistica foi utilizado delineamento inteiramente casualizado. Como
meio de avaliagéo, foram usadas uma amostra controle e uma exposta ao Zymosan

gue foram analisadas em triplicata. Valores padronizados de células e quantidades
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de particulas de Zymosan foram utilizados. A amostra de células que foi exposta
estava com 10° células/mL e a quantidade de Zymosan foi de 20mg/mL.

O numero de amostras para comparacao da porcentagem de células que foram
capazes de fagocitar particulas, foi determinado por meio do célculo de intensidade
amostral para comparacdo de médias por meio do teste t, com um alfa de 0,05,
pressupondo um desvio padréo de 2,5 % e uma margem de erro de 3%.

Foi utilizado o teste de Qui-quadrado de Pearson 37 para comparar o nimero de
células, percentual de fagocitose, CD+14 e 7AAD entre DH82 e DH82 gigante (P =
0,05).

Resultados

Formacéo das células gigantes

Com a inoculacdo de 25mg/mL de IL-4 nos pocos de cultivo foi possivel verificar o
aparecimento de células multinucleadas ja com dois dias pés inoculacao, tanto nos
cultivos de células DH82 gigantes, quanto nos cultivos de células gigantes
saudaveis. Essas células se apresentaram plenamente formadas com sete dias de
cultivo, quando foi possivel visualizar, com o auxilio do microscopio invertido, células

multinucleadas com numerosos nucleos.

Separacado de mondcitos
Apds a separacdo com Ficoll, as células mononucleares e os mondcitos foram
contados separadamente. Foram contadas 116,25 x 10° células mononucleares e 40

x 108 monacitos.

Citometria de Fluxo do controle negativo

Na avaliacdo das mononucleares ao CD14, foi possivel observar que apenas uma
populacdo a direita do grafico, apresentou marcacdo com o CD14, totalizando 8,41%
(Figura 4a). Essa populag&o possivelmente € composta por monocitos. Na marcagéao
por 7-AAD, foi possivel avaliar que a maior parte da populacdo apresentou
viabilidade, apenas uma pequena parte, situada a direita do gréafico estavam mortas
(Figura 4b). A aquisicdo de mononucleares expostas ao Zymosan apresentou
apenas uma pequena parte da populacdo fagocitando essa particula, que

correspondeu a 11,3% (Figura 4c), valor muito proximo ao que foi positivo para
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CD14, mostrando que a maior parte da populacdo que apresentou fagocitose, era
integrada por monaocitos. A porcentagem restante pode ser justificada pela presenca
nao esperada de uma pequena populacdo de polimorfonucleares, representada no
grafico CD14, situada acima das demais, na parte central do gréfico, com maior
granulosidade.

O fato de a menor parte das células terem potencial fagocitico, mostra que como
esperado a maior populacdo € constituida por linfécitos que ndo apresentaram

potencial fagocitico das particulas de Zymosan.
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Figura 4 - Andlises obtidas no citémetro de fluxo das células mononucleares. Marcagcao das
células por CD14 (8,41%) (a). Marcacdo dos mondcitos ao 7AAD (2,08%) (b). Porcentagem de
fagocitose as particulas de Zymosan (11,3%) (c).
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Citometria de Fluxo das células DH82

A fagocitose do Zymosan pelas células DH82 e DH82 gigantes foi investigada em
triplicata com utilizacdo de citometria de fluxo. Na primeira etapa, foram adquiridas
52 x 102 células, para calibrar o citbmetro; na segunda etapa, em torno de 90 mil
células DH82 com adicdo de 7AAD e CD14 (Figura 5a e b). Na ultima etapa de
deteccdo do potencial fagocitico dessas células, foram avaliadas no citbmetro trés
amostras de 1 x 10° células DH82 com particulas de Zymosan, conjugadas por
FITC, fagocitadas (Figura 5c). A tabela 1 mostra a porcentagem de cada triplicata de
células DH82 (mononucleada e multinucleada) que foram capazes de fagocitar
essas particulas. As mesmas etapas foram realizadas com as células DH82 gigantes

(Figuras 5d, e e f).

Tabela 1 - Analise em triplicata das células DH82 (57P) e DH82 Gigante Multinucleada (58P),
realizada na Citometria de Fluxo.

Tipo de Amostra Porcentagem Médiade CD14 7AAD+ Viabilidade

célula de fagocitose fagocitose (%) (%)
(%)
DH82 1 85,1 69,2 99 13,4 86,6%
DH82 2 66,1
DH82 3 56,5
DH82 gigante 1 88,1 76,6 98,8 22,1 77,9%
DH82 gigante 2 86,1
DH82 gigante 3 55,7
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Figura 5 — Graficos representativos das andlises obtidas no citdbmetro de fluxo das células
DH82 e DH82 gigante. Marcacdo das células DH82 mononucleadas para CD14 (99%) (a).
Marcacédo das células DH82 mononucleadas ao 7AAD (13,4%) (b). Porcentagem de fagocitose
as particulas de Zymosan da segunda amostra de DH82 mononucleada (66,1%) (c). Marcacédo
das células DH82 multinucleadas para CD14 (98,8%) (d). Marcagcdo das células DH82
multinucleadas ao 7AAD (22,1%) (e). Porcentagem de fagocitose as particulas de Zymosan da
segunda amostra de DH82 multinucleadas (86,1%) (f).
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Através da analise estatistica, pode-se constatar que nao houve diferenca
significativa entre nenhuma das variaveis avaliadas na citometria de fluxo. Essa
andlise demonstra que: a) as células DH82 mononucleadas e multinucleadas
apresentaram viabilidade anéloga (determinada pelas células mortas coradas com o
7 AAD), b) sdo derivadas de macréfagos (determinado pela positividade das células

ao CD14), e c) apresentam potencial fagocitico similar (tabela 2).

Tabela 2 - Andlise estatistica dos parametros avaliados na citometria de fluxo, para as células
DH82 mononucleada (57P) e gigante (58P).

Variaveis DH82 DH82 Gigante Valor de P
% de Fagocitose 69,2 76,6 0,5400
+ CD14 (%) 99,0 98,8 0,9886
+7 AAD (%) 13,4 22,1 0,1442

Citometria de Fluxo dos Mondcitos e Células gigantes ndo neoplasicas
Andlises em triplicata da fagocitose foram realizadas com cada tipo celular ndo
neoplasico (mondcitos e células gigantes multinucleadas), separados do sangue
periférico de céo. Primeiramente foi realizada a aquisicdo de uma aliquota pura de
100 mil células, para calibrar o citbmetro de fluxo. Na segunda etapa, 100 mil células
com adicdo de 7AAD e CD14 (Figura 6a, b, d e €). Na ultima etapa de avaliacdo do
potencial fagocitico dessas células, foram adquiridas trés amostras de 1 x 105,
previamente expostas as particulas de Zymosan, conjugadas por FITC (Figura 6¢ e
f). As etapas foram realizadas separadamente para cada um dos tipos celulares.
Com o grafico formado pela segunda etapa da citometria de fluxo das células
gigantes, foi possivel separar essas células das demais, sendo elas
correspondentes a 5,02% da populacdo (Figura 7). Isso porque ao induzir a sua

formacao com interleucina, nem todas as células tornaram-se multinucleadas.
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Figura 6 - Andlises obtidas no citdmetro de fluxo dos monécitos e células gigantes saudaveis.
Marcagdo dos monodcitos ao CD14 (97%) (a). Marcagdo dos mondcitos ao 7AAD (4,6%) (b).
Porcentagem de fagocitose as particulas de Zymosan da primeira amostra de mondcitos
(96,6%) (c). Marcacao das células gigantes ao CD14 (95,2%) (d). Marcacédo das células gigantes
ao 7AAD (0,3%) (e). Porcentagem de fagocitose as particulas de Zymosan da primeira amostra
das células gigantes (97,9%) (f).
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Figura 7 - Separacdo da populagdo correspondente as células gigantes multinucleadas, de
acordo com o seu tamanho e granulosidade (5,02% da populagéo total).

Através da analise estatistica, pode-se constatar que ndo houve diferenca
significativa entre nenhuma das varidveis avaliadas na citometria de fluxo. Essa
analise demonstra que 0s mondcitos e as células gigantes multinucleadas saudaveis
apresentaram viabilidade analoga (determinada pela marcacao das células com o 7-
AAD), séo derivadas de mondcitos/macréfagos (determinado pela positividade das

células ao CD14) e apresentam potencial fagocitico similar (tabela 3).

Tabela 3 - Andlise estatistica dos parametros avaliados na citometria de fluxo para Monécitos e
Células Gigantes ndo neoplasicas.

Variaveis Monécitos  Células Gigantes Valor de P
% de Fagocitose média 99,6 97,4 0,9561
+ CD14 (%) 97,0 95,2 0,8966
+7 AAD (%) 4,6 0,3 0,0520

Comparacéo entre as células DH82 neoplasicas e os mondcitos e células gigantes
saudaveis

A obtencdo de células saudaveis de cées permitiu a comparacdo entre a acao
fagocitica dessas com relacdo as células neoplasicas. Para isso foram comparadas
separadamente as células mononucleares (mondcitos e DH82 mononucleada) e as
multinucleadas (gigante multinucleada saudavel e DH82 gigante). Na primeira
comparacao foi possivel observar que houve diferenga entre os parametros 7-AAD e

porcentagem de fagocitose, mostrando que os mondécitos possuem viabilidade e
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fagocitose maior que as DH82 (tabela 4). Na segunda comparacao, foi possivel
constatar diferenca apenas entre a variavel 7-AAD, mostrando que a viabilidade das

células gigantes saudaveis foi maior que a das DH82 gigantes.

Tabela 4 - Comparagéo entre monécitos e DH82 mononucleada, nas variaveis analisadas em
citomatria de fluxo.

Variaveis Mondécitos DH82 Valor de P
% de Fagocitose média 99,6 69,3 0,0335
+ CD14 (%) 97,0 99 0,8864
+7 AAD (%) 4,6 13,4 0,0380

Tabela 5 - Comparacdo entre células gigantes saudaveis e DH82 gigante, nas variaveis
analisadas em citomatria de fluxo.

Variaveis Cél. Gigante DH82 Gigante Valor de P
% de Fagocitose média 97,4 76,6 0,1159
+ CD14 (%) 95,2 98,8 0,7960
+ 7 AAD (%) 0,3 22,1 <0,001
Discusséo

Na analise por citometria de fluxo foi possivel comprovar a origem das células DH82,
porquanto através da marcacdo por CD14 ambas as células, mononucleadas e
gigantes, foram reconhecidas como mondécitos. Isso porque CD14 é um importante
marcador de superficie desse tipo celular.'> Essa confirmacéo de origem foi atestada
mais uma vez quando comparadas com as células saudaveis, em que ndo houve
diferenga na positividade para CD14. Assim como foi possivel verificar que a
viabilidade celular das DH82 em ambas as formas, estava acima de 77%, com a
utilizacéo do 7-AAD. O 7AAD é um corante fluorescente que se liga ao DNA, entre
as bases de citosina e guanina, e através dessa propriedade, tem sido utilizado para
definir populacdes de células mortas.38

Quando comparadas as células neoplasicas e ndo neoplasicas, foi possivel
observar que as saudaveis possuiam menor marcagao para 7-AAD, determinando
uma maior viabilidade. A baixa viabilidade das células neoplasicas pode estar
relacionada com a falta de adequacgdo dessas células aos cinco fundamentos da

multicelularidade (cooperacdo em nivel celular): inibicdo da proliferacdo celular,
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regulacdo da morte celular, divisdo do trabalho, transporte de recursos e criacao e
manutencdo do ambiente extracelular. A burla dessas propriedades de cooperacéao,
leva a um colapso da manuteng&o do ambiente multicelular. A intensa proliferacéo e
falta de controle da morte celular causam alta densidade, que juntamente com a falta
de recursos, de divisdo de trabalho e conservacdo do ambiente externo, ocasionam
selecéo celular, por levar a formacédo de ambientes degradados. Esses ambientes
podem ser gerados pelo efeito Warburg, pois o metabolismo glicolitico eleva a
captacdo de glicose e os subprodutos, produzidos a partir dele, intoxicam o meio
onde estdo as células.? Esses efeitos se potencializam em ambientes in vitro, como
nas condicdes de cultivo das células empregadas nesse trabalho.

O outro tipo celular derivado da DH82, que foi possivel cultivar no presente
trabalho apds o estimulo por meio da IL-4 no meio de cultivo, foram as células DH82
gigantes. Sabe-se que esse tipo celular estd presente em analises citologicas e
histoldgicas dos sarcomas histiociticos.*42220:28 O que esse trabalho veio especular
€ se essas células, as DH82 gigantes, mantém potencial fagocitico da célula de
origem. Isso foi verificado e comprovado pela analise por citometria de fluxo de
amostras de células DH82 gigantes, que foram capazes de fagocitar particulas de
Zymosan, sem diferenca estatisticamente significativa com as células gigantes
multinucleadas saudaveis. O potencial fagocitico foi em média de 76,6%, sendo este
mantido mesmo com o fato de a viabilidade celular das DH82 gigantes ter sido
menor.

Mariano & Spector (1974) demonstraram a formacdo de células gigantes
multinucleadas na sua forma ndo neopldsica a partir do 4° dia do implante
subcutaneo de laminulas de vidros em camundongos. No presente trabalho foi
possivel obter a formacéo inicial de células DH82 binucleadas ja a partir do segundo
dia de cultivo com inoculacdo de IL-4 no meio. A diferenca no tempo de formacao
das células pode ter ocorrido pelo fato de DH82 serem células neoplasicas, que tem
um potencial de multiplicacdo e metabolizacdo mais rapido.!” Outra hipétese é a de
que a adicao direta de IL-4 no meio deve ter rapidamente estimulado a fusédo celular
das DH82, e por conseguinte a formacéo das células DH82 gigantes. “In vivo” o
processo se torna mais demorado, porque quando essas células estdo no organismo
tem que primeiramente ser reconhecido o estimulo da presenca do corpo estranho,
para depois ser sintetizado e liberado a IL-4 no meio. Como por exemplo no

experimento em que foi injetada quitina na cavidade peritoneal, para simular a
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reacao a corpo estranho. A presenca desse polissacarideo induziu uma peritonite,
gue desencadeou uma sinalizacdo imune inata, levando a uma rapida infiltracdo de
leucocitos produtores de IL-4, como eosindfilos e basofilos, e posteriormente a
liberacdo de IL-4 realizada por eles induziu a polarizacdo de macréfagos.® A
segunda hipotese passa entdo a ser mais favorecida, quando levamos em conta o
fato de que no cultivo e inducdo da formacéo de células gigantes ndo neoplasicas, a
formacgéo de multinucleadas também ocorreu com dois dias.

As células gigantes estdo presentes ndo sG no sarcoma histiocitico, como
também em diversas outras neoplasias que acometem animais e humanos. Essas
neoplasias com células gigantes podem acometer diversos sistemas do organismo,
tais como sistema nervoso central,'3?% respiratério,*®, digestivo,*® reprodutivo,*®
urinario® e tegumentar.2 Essa presenca é tdo evidente, que um dos critérios de
avaliacdo de malignidade em citologia € baseado na presenca ou nao dessas
células em tumores.?* Pesquisadores ha 41 anos atrasja relataram a presenca delas
em linfoma de Hodgkin como derivadas de macréfagos ou células intimamente
relacionadas ao sistema mononuclear fagocitico.? Na mesma época, outros autores
buscaram descobrir relacdes entre as células gigantes derivadas de macréfagos e a
célula gigante presente nesse linfoma, chamada célula de Reed-Sternberg. Através
de andlises morfoldgicas com microscopia eletrbnica de transmissdo e
imunofluorescéncia, foi levantada a hip6tese de que a heterogeneidade entre as
células de Reed-Sternberg em todos os tipos de doenca de Hodgkin é paralela a
diversidade do sistema mondcito-macrofago.1®27

Com essa pesquisa foi possivel determinar que mesmo sendo reduzido, o
potencial fagocitico esta presente nas células DH82 e DH82 gigantes derivadas do
Histiocitoma Fibroso Maligno, o que nos mostrou que provavelmente esse potencial
seja responsavel pelo menos em parte pelo prognostico desfavoravel dessa doenca.
Além disso, ao se verificar a grande diversidade de neoplasias que possuem células
gigantes em seu leito, é de grande valia dar continuidade a esta pesquisa,
procurando avaliar se essas células gigantes sédo realmente de origem neoplasica,
ou se sdo uma defesa do organismo contra a propria neoplasia, ja que o corpo utiliza
da mesma em casos de dificil resolu¢éo para o sistema imune. Caso elas ndo sejam
de origem neoplasica, podemos estar diante de uma ferramenta de combate ao

cancer do proprio organismo.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar possiveis alteracdes hematoldgicas em cées submetidos a
quatro protocolos antineoplasicos diferentes. Foi um estudo retrospectivo, com selecdo de 69
cdes que passaram por pelo menos quatros sessdes de quimioterapia, divididos em quatro
grupos: vimblastina (VBL) (n=30), doxorrubicina (DOXO) (n=15), protocolo combinado
CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona) (n=11) e grupo vincristina
(VNC) (n=13). Parametros hematoldgicos foram registrados a partir de hemogramas
coletados em cinco periodos: TO (antes do inicio do tratamento), T1, T2, T3 e T4 (antes da
quarta sessao). No grupo VBL foi observada reducdo significativa nos valores de eritrocitos
(p<0,01), hematdcrito (p<0,01) e hemoglobina (p=0,02), apesar disso, 0s valores médios se
mantiveram no intervalo de referéncia. Nao foram observadas alteracdes significativas nos
parametros do grupo DOXO. Cées com linfoma do grupo CHOP apresentaram valores
indicativos de anemia em TO (36,8% de hematocrito médio e hemoglobina de 12,3 g/dL), com
reducdo ao longo do tratamento. Apesar de ndo apresentarem neutropenia nas médias, houve
uma reducdo significativa nos neutrofilos do grupo VNC (p=0,03). O presente trabalho
revelou efeitos hematoldgicos adversos relacionados ao uso de agentes citotdxicos.

Palavras-chave: alcaloides da vinca, doxorrubicina, neoplasia, quimioterapia.
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Abstract

The aim of this retrospective study was to evaluate possible hematological alterations in dogs
treated with four different antineoplastic protocols. We selected 69 dogs that received at least
four chemotherapy sessions divided into four groups: vinblastine (VBL) (n=30), doxorubicin
(DOXO) (n=15), combined CHOP protocol (cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and
prednisone) (n=11), and vincristine group (VNC) (n=13). Hematological parameters were
recorded from blood counts collected in five periods: TO (before the start of treatment), T1,
T2, T3 and T4 (before each session). The VBL group revealed a significant reduction in
erythrocyte (p<0.01), hematocrit (p<0.01) and hemoglobin (p =0.02) values, although mean
values remained within the reference range. Data related to the DOXO group did not reveal
any significant changes during treatment. Dogs with lymphoma in the CHOP group presented
values indicative of anemia at TO (36.8% of mean hematocrit and hemoglobin of 12.3 g/dL),
with reduction throughout the treatment. There was a significant reduction in the neutrophils
of the VNC group (p=0.03), although the mean values were not compatible with neutropenia.
This study revealed adverse hematological effects related to the use of cytotoxic agents.

Keywords: vinca alkaloid, doxorubicin, neoplasia, chemotherapy.

Introducéo
A oncologia veterindria € uma area em constante evolucdo no setor de pequenos
animais, assim como em medicina humana. Alguns estudos vém mostrando que a neoplasia é
uma das doencas que mais causa morte em cées, com 16,5% (841) das mortes em 5095 caes
de todas as idades e ragas (O’Neili et al., 2013), e 27% (4282) das mortes de 15881 cées de
165 racas puras (Adams et al., 2010).
Na década de 1960, um trabalho realizado nos Estados Unidos estimou, durante trés anos,
a prevaléncia geral de neoplasias malignas em cdes de 381,2 para cada 100.000 animais (Dorn
et al.,1968). Outro levantamento, realizado 10 anos depois, relatou que a prevaléncia anual
para neoplasias malignas foi de 507 para 100.000 cdes (MacVean et al., 1978). Um trabalho
italiano reuniu informagdes de 1172 casos durante 90 meses, dos quais 618 foram
diagndsticos benignos e 554 malignos. Neste estudo, a incidéncia de tumores malignos foi de
804 em 100.000 cées ao ano (Baioni et al., 2017). Pode-se observar que a prevaléncia de
tumores em pequenos animais varia grandemente conforme o local, época e tipo de estudo.

Avangos em técnicas diagnosticas e de tratamento podem ser alguns dos fatores que
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contribuiram para o aumento de diagnéstico de neoplasias em cédes nos ultimos anos (Baioni
etal., 2017).

De maneira geral, alguns diagndsticos estdo comumente presentes na maioria dos
levantamentos, e incluem principalmente neoplasias de pele e subcutaneo, tumores em
glandula maméria, 6rgao genitais e neoplasias hematopoiéticas. (Sostarié-Zuckermann et al.,
2013). No Brasil, a elevada prevaléncia de neoplasias mamérias € amplamente descrita,
seguido de tumores cutdneos como mastocitoma e carcinoma de células escamosas (Kimura et
al., 2012). Das neoplasias hematopoiéticas, o linfoma multicéntrico é o diagnostico mais
encontrado na espécie canina (Capua et al., 2011).

O uso de quimioterapia antineoplasica ¢ uma das modalidades de tratamento empregada
para cdes com diagndsticos neoplasicos; pode constituir a base principal do tratamento, como
nos casos de linfoma, ou utilizada de maneira adjuvante, no periodo pré ou pds-operatério. Os
agentes citotoxicos usados nas quimioterapias atuam contra células que estdo em constante
crescimento e sdo mais sensiveis a danos no DNA, que podem levar ao bloqueio da replicacdo
celular, inducédo da apoptose ou ambos (Gustafson e Page, 2013).

A quimioterapia convencional é baseada na maxima dose quimioterapica tolerada pelo
paciente. Como as drogas citotoxicas ndo sdo seletivas, recomenda-se um periodo de pausa
entre as administracfes para a recuperacdo de células ndo neoplésicas sensiveis, como as da
medula dssea e do trato gastrointestinal. Considerando o potencial de mielossupressao,
recomenda-se avaliacdo periddica com hemogramas e avaliacdo clinica em pacientes
submetidos a quimioterapia (Biller et al., 2016). Alguns dos agentes quimioterapicos mais
utilizados em medicina veterinaria incluem alcaloides da vinca (vimblastina e vincristina),
antibidticos antitumorais (doxorrubicina e mitoxantrona), agentes alquilantes (ciclofosfamida,
clorambucil e lomustina), anti-inflamatdrios esteroides como a prednisona, entre outros. Cada
classe de quimioterapico pode agir em uma ou mais fases do ciclo celular (Gustafson e Page,
2013).

Considerando o potencial de mielossupressdo das drogas citotoxicas, o objetivo deste
trabalho foi avaliar e comparar efeitos adversos causado por quatro diferentes protocolos
guimioterapicos em caes, a partir da analise de hemogramas seriados durante o periodo de

tratamento.

Material e Métodos
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O estudo foi realizado na Clinica Veterinaria Escola da Pontificia Universidade Catolica do
Paranad (CVE-PUCPR). Trata-se de um estudo retrospectivo, observacional e comparativo. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA-PUCPR), sob o
parecer 01289/2018. Inicialmente, todos o0s prontudrios de cées que passaram por
quimioterapia antineoplasica no periodo de maio de 2016 a julho de 2018 foram avaliados, a
partir da casuistica da CVE-PUCPR, totalizando 107 animais. Desse total, 69 cdes foram
selecionados seguindo 0s seguintes critérios de inclusdo: tratamento quimioterapico pelo
periodo minimo de quatro sessdes, presenca de informacgdes completas nos prontuarios e
diagndstico histopatoldgico definitivo. Desta forma, 38 casos foram excluidos da selecéo, por
apresentarem dados incompletos nos prontuéarios e/ou ndo terem completado o periodo
minimo de tratamento estabelecido.

Os 69 cées foram divididos em quatro grupos, conforme o protocolo utilizado: 30 cées no
grupo de vimblastina (VBL); 15 cées no grupo de doxorrubicina (DOXO); 11 cées no grupo
que recebeu um protocolo combinado de ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina e
prednisona (CHOP); e 13 cées no grupo que recebeu protocolo quimioterapico composto por
vincristina (VNC). Os registros nos prontuarios clinicos foram utilizados para coleta de
informacdes referentes aos resultados dos hemogramas, exame histopatoldgico e dados do
animal (idade, raca, peso, sexo e historico de recidiva).

Antes do inicio do tratamento quimioterapico, todos os animais passaram por avaliacdo
clinica e hematolégica por meio do hemograma. Apds o inicio do tratamento, os cées
retornaram semanalmente (grupos VBL, CHOP e VNC) ou a cada trés semanas (grupo
DOXO), para reavaliagéo e coleta de sangue para hemograma. As avalia¢Ges dos pacientes do
experimento foram registradas como periodos TO (avaliacdo inicial, refletindo as informacdes
clinicas e laboratoriais antes do inicio da quimioterapia antineoplasica), T1 (imediatamente
antes da primeira sessdo de quimioterapia), T2 (antes da segunda sessdo), T3 (antes da
terceira sessé@o) e T4 (antes da quarta sessao).

A escolha do protocolo utilizado foi realizada a partir do diagndstico histopatol6gico de
cada paciente. Cdes do grupo VBL tiveram diagnostico de mastocitoma cutaneo e receberam
quatro sessOes de vimblastina na dose de 3,0 mg/m2, via intravenosa, associado a
administracdo diaria de prednisona foi administrada diariamente ao longo de todo tratamento,
por via oral, na dose inicial de 2,0 mg/kg, seguindo recomendacdes anteriormente descritas
(Blackwood et al., 2012). O protocolo utilizado no grupo DOXO consistiu em administragdes
de doxorrubicina, via intravenosa, na dose de 30,0 mg/mz2, com intervalo de 21 dias entre cada

aplicagdo. O grupo CHOP foi composto por cées diagnosticados com linfoma multicéntrico
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que receberam uma combinacgdo de vincristina (0,75 mg/m?), ciclofosfamida (200 mg/m?),
doxorrubicina (30 mg/m?) e prednisona na dose inicial de 2,0 mg/kg. Com excec¢do da
prednisona, que foi administrada diariamente por via oral, os outros farmacos do grupo CHOP
foram administrados individualmente, por via intravenosa, em intervalos semanais,
completando um ciclo. Desta forma, o tratamento dos cédes desse grupo iniciou com
administracao de vincristina, seguido de ciclofosfamida na semana seguinte e doxorrubicina
na terceira semana; na quarta semana a vincristina era aplicada novamente. O grupo VNC foi
composto por cdes com diagndstico de tumor venéreo transmissivel (TVT) que receberam
quatro sessdes semanais de vincristina na dose de 0,75 mg/m?2.

A cada retorno, os tutores eram questionados sobre a ocorréncia de possiveis alteragdes
clinicas ao longo dos sete dias apds a Gltima sessdo. Nos casos em que foram observados
efeitos adversos significativos, a quimioterapia ndo era administrada e o cdo era reavaliado
apos sete dias. A toxicidade decorrente do protocolo de tratamento foi avaliada e classificada
conforme um documento de consenso para efeitos adversos decorrentes de quimioterapia em
cdes (VCOG-CTCAE, 2011). O periodo de avaliacdo de toxicidade dos pacientes desse
trabalho compreendeu as quatro primeiras sessdes, embora alguns animais tenham realizado
mais de quatro sessdes ao longo do tempo.

Medidas estatisticas descritivas foram utilizadas para as analises das variaveis clinicas e do
tratamento. As comparagfes das variaveis hematologicas ao longo do periodo de tratamento
(TO, T1, T2, T3 e T4) foram realizadas por meio dos testes ANOVA com correcdo de
Bonferroni e teste t de Student, ambos para medidas repetidas e pelos testes de Friedman e
Wilcoxon. A gaussianidade dos dados foi verificada utilizando-se histogramas e o teste de
Shapiro-Wilk. O teste t de Student também foi utilizado para comparar as variaveis
hematoldgicas entre os grupos VBL e VNC e entre os grupos DOXO e CHOP, nos periodos
TO e T4. Os dados foram processados no banco de dados Excel 2010. A andlise estatistica foi
obtida com auxilio do programa Statistical Package for Social Science (SPSS), versdo 15.0 e
o nivel de significancia utilizado foi de 5%.

Resultados

O levantamento envolveu a selecdo de 69 cées, sendo 46 fémeas (66,7%) e 23 machos
(33,3%). Houve maior nimero de cdes sem raca definida (n=33) seguidos de Labrador
Retriever (n=5), Pit bull (n=5), Boxer (n=4), Poodle (n=4), Golden Retriever (n=3),

Dachshund (n=3), Rottweiler (n=2), Pinscher (n=2), e um representante de cada uma das
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sequintes racas: Beagle, Bulldog Inglés, Chihuahua, Lhasa Apso, Pastor Alemé&o, Spitz,
Schnauzer e Shar-pei.

O grupo vimblastina (VBL) foi composto por 30 cdes. Todos os pacientes submetidos ao
tratamento quimioterdpico com vimblastina tiveram diagnostico histopatologico de
mastocitoma cutaneo. Baseado no sistema de graduacdo Patnaik et al. (1984), as amostras
avaliadas consistiram de um tumor grau | (3,3%), 21 com grau Il (70,0%) e oito com grau Il
(26,7%). Utilizando o sistema de dupla classificacdo (Kiupel et al., 2011), 18 amostras
(60,0%) foram consideradas de baixo grau e 12 amostras (40,0%) com alto grau. Do total de
cdes tratados, 22 (73,3%) cdes eram fémeas e 8 (26,7%) eram machos. A média de idade no
momento do diagndstico foi de 9,6 anos (3-15, DP=2,5).

O grupo DOXO foi composto por 15 cées, sendo 11 fémeas (73,3%) e 4 machos (26,7%).
A média de idade foi de 9,7 anos (5-14, DP=2,8). Todos os cdes desse grupo foram tratados
com pelo menos 4 sessdes de doxorrubicina no periodo poés-operatério. Dez animais tiveram
diagnéstico de neoplasia mamaria, dois com hemangiossarcoma esplénico, dois com
carcinoma espinocelular e um fibrossarcoma oral.

O grupo que recebeu protocolo quimioterapico CHOP envolveu 11 animais com
diagnostico de linfoma multicéntrico. Desse total, cinco eram fémeas (45,4%) e seis eram
machos (54,6%), com média de idade de 8,0 anos (5-13, DP=2,5).

O grupo VNC foi composto por 13 animais, todos com diagndstico de tumor venéreo
transmissivel (TVT), que receberam pelo menos quatro sessdes de quimioterapia composta
por vincristina. Do grupo VNC, oito cdes eram fémeas (61,5%) e cinco eram machos
(38,5%), a média de idade foi de 4,8 anos (2-11, DP=2,8).

A distribuicdo dos parametros hematolégicos foi realizada separadamente para cada um
dos grupos em tabelas: grupo VBL (Tab. 1), grupo DOXO (Tab. 2), grupo CHOP (Tab. 3) e
grupo VNC (Tab. 4).

A Tab. 1 apresenta a distribuicdo dos parametros hematoldgicos e peso do grupo VBL no
inicio do tratamento e durante as quatro sessfes seguintes. Houve uma reducéo significativa
nos valores de eritrocitos ao longo do tratamento, com reducdo significativa na média total de
eritrécitos e no valor médio de hematdcrito entre TO e T3 e entre TO e T4 em ambos
parametros. Os valores hemoglobina também reduziram significativamente ao longo das
quatro sessdes de quimioterapia (p=0,02), com reducdo no periodo entre TO e T4. Apesar das

variacOes para 0s parametros hematoldgicos citados acima, as medianas permaneceram no
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intervalo de referéncia para espécie. As demais variaveis ndo apresentaram diferencas

significativas.

Tabela 6. Distribuicdo dos resultados dos parametros hematoldgicos de cées tratados
com vimblastina (grupo VBL) antes do inicio do tratamento quimioterapico (TO) e
durante as 4 sesses de quimioterapias seguintes (T1 a T4) (n=30).

Variaveis Inicio 1%emana 2%emana 3%emana 4%emana p TO x p
(TO) (T1) (T2) (T3) (T4) Tn
M(dp) M(dp)  M(dp)  M(dp)  M(dp)
Med* Med* Med* Med# Med*
Eritrocitos(108/mm3) 6.3(0.9) 6.0(1.1) 5.7(1.0) 5.7(1.0) 5.5(1.0) <0.01* TO>T1 0.40***
6.3 6.1 5.7 5.8 5.5

TO>T2 0,05***
TO>T3 0.04***
T0>T4 <0.01***
Hemoglobina(g/dL) 15.0(2.3) 14.4(2.7) 13.9(2.5) 13.8(2.7) 13.4(2.6) 0.03* TO>T1 O0,75***
14.9 14.7 13.9 14.0 13.1
TO>T2 0,17***
TO>T3 0,07***
TO>T4 0.02***
Hematocrito(%) 44.1(5.9) 42.4(6.8) 40.9(6.6) 40.3(5.7) 39.2(6.8) <0.01* TO>T1 0.85***
44.0 42.5 40.5 415 38.0
TO>T2 0,20***
TO>T3 <0.01***
T0>T4 <0.01***
Plaquetas(10%/mm3)  375.2 370.0 348.7 460.9 336.6 0.75**
(114.7) (112.0) (143.6) (54.4) (110.2)
359.0 378.5 363.0 357.0 329.5
Leucocitos(103/mm?3) 12.6(7.6) 13.0(9.9) 11.7(14.2) 17.8(24.4) 12.3(9.6) 0.35**
10.2 9.8 8.2 10.2 9.7
Linfocitos(/mm3) 1626.4  1868.8 1837.4 1603.0 1464.7 0.48**
(1060.5) (2135.1) (1214.0) (1144.0) (917.5)
1431.0 12485  1484.0 1388.0  1071.0
Neutrdfilos(/mm?3)  9810.4 9993.8  8659.7 115187 9222.8 0.28**
(6928.3) (8995.1) (13486.3) (15149.8) (7348.4)
74145 73275  5722.0 7843.0  6323.5

# M=Média. Med=Mediana.
*ANOVA para medidas repetidas com correcdo de Bonferroni.  **Teste de Friedman
***Teste t de Student para medidas repetidas.  ****Teste de Wilcoxon

A Tab. 2 apresenta a distribuicdo dos parametros hematoldgicos nos cées tratados com
doxorrubicina. As sessdes com doxorrubicina foram realizadas com intervalo de 21 dias entre
cada aplicacdo. Ndo foram observadas diferencas significativas nos valores médios de
eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito, leucdcitos totais, linfocitos e neutrofilos. Foi observada
diferenca significativa para plaquetas (aumento) entre os periodos de tempo ao longo das
sessOes, mas sem diferenca significativa na comparacéo entre TOe T1, T2, T3 e T4.

Tabela 7. Distribuicdo dos resultados dos parametros hematologicos de cédes do grupo
DOXO antes do inicio do tratamento quimioterapico (TO) e durante as 4 sessdes de
guimioterapias seguintes (T1 a T4) (n=15).

Variaveis Inicio 1%emana 2%emana 3%emana 4%emana p TO X p
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(TO) (T (T2) (T3) (T4) Tn
M(dp)  M(dp) M(dp) M(dp) M(dp)
Med* Med* Med* Med# Med*
Eritrocitos(109/mm?) 6.6(1.3) 6.6(0.9) 6.7(1L1) 6.5(15) 6.2(14) 0.87**

6.7 6.7 6.7 6.8 6.6
Hemoglobina(g/dL) 15.2(3.5) 15.5(2.9) 15.7(3.0) 15.2(3.7) 14.6(3.2) 0.61*
15.7 15.2 16.2 16.0 15.7
Hematocrito(%) 45.5(8.8) 47.1(6.5) 47.1(7.9) 45.6(9.7) 43.7(8.3) 0.74**
46.0 50.0 48.0 48.0 46.0

Plaguetas(10¥mm?)  355.0 3535 4430  368.1  406.6 0.04** TO>TL 0.64***
(109.9) (1315) (114.7) (141.9) (115.8) *
3300 3240 3750 3020 3895
TO<T1 0.05%**
*

TO<T1 0.38***
*

TO<T1 0.20***
*

Leucocitos(10¥mm?) 10.6(4.6) 9.7(3.9) 9.9(3.2) 10.3(4.4) 10.3(6.6) 0.97**
13.1 9.0 9.6 9.2 8.7
Linfocitos/mm?) 12295 14524 11984 11376  1109.1 0.40%*
(545.9) (631.4) (482.9) (614.4)  (601.2)
12920 1551.0 12700 9120  1133.0
Neutr6filos/mm?)  8249.4 70467 75451  7870.1 82059 0.50%*
(4311.4) (3206.1) (2829.3) (3789.2) (6221.2)
62640 58930 69120 63650  6391.0

#*M=Média. Med=Mediana.
*ANOVA para medidas repetidas com corre¢do de Bonferroni.  **Teste de Friedman
***Teste t de Student para medidas repetidas.  ****Teste de Wilcoxon

Na Tab 3 estdo expostos os resultados médios dos parametros hematologicos do grupo de
cdes que recebeu o protocolo CHOP, que consiste em uma combinacdo de vincristina,
ciclofosfamida, doxorrubicina e prednisona, com administracdo semanal. N&o foram
identificadas diferencas significativas ao longo dos periodos de tratamento em todos os
parametros avaliados. Apesar disso, € importante ressaltar que a média inicial dos valores de
eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito resultou em valores abaixo do intervalo de referéncia
para espécie canina, indicando sinais de anemia na populacdo avaliada. Os valores médios
desses parametros apresentaram reducdo ao longo das quatro sessdes seguintes.

Tabela 8. Distribuicdo dos resultados dos parametros hematoldgicos de cédes do grupo

CHOP antes do inicio do tratamento quimioterapico (TO) e durante as 4 sessbes de
quimioterapias seguintes (T1 a T4) (n=11).

Inicio 13semana 2%emana  3%emana  4%emana
. (TO) (T1) (T2) (T3) (T4)

Variavels M(@dp)  M(dp) M(dp) M(dp)  M(p) P
Med* Med? Med* Med* Med*

Eritrocitos(109mm3)  5.0(0.9)  4.7(1.3) 4.6(1.0) 4.6(1.4) 4.8(1.2) 0.54*
5.1 5.0 4.5 41 4.3

Hemoglobina(g/dL)  12.3(2.3)  11.3(2.8)  11.2(2.6)  11.3(3.1)  11.2(2.7) 0.65*
12.9 10.8 10.5 11.0 10.8

Hematocrito(%6) 36.8(6.3)  34.3(8.6) 33.5(6.5) 34.1(8.5) 34.3(7.6) 0.55*
38.0 36.0 32.0 33.0 33.0
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Plaquetas(10%/mm3) 297.1 390.3 367.8 390.3 355.1 0.49**

(156.4) (130.9) (179.7) (326.7) (88.8)

270.0 426.0 295.5 304.0 351.0
Leucocitos(10¥mm?) 22.6(17,3) 18.4(145) 16.2(15.9) 15.7(122) 15.9(12.2)  0.65**

18.8 13.1 115 12.2 12.0
Linfécitos(/mm?) 6592.2 2768.6 5336.6 4433.4 4407.0 0.18**

(12948.9)  (2434.1)  (11913.2)  (9068.3)  (10248.4)

2158.0 3024.0 1102.0 1965.0 1320.0
Neutréfilos(/mmg) 13859.4  13698.0 9359,9 9726.3 100554  0.67**

(9227.3)  (11835.4)  (7984.2)  (2748.1)  (5274.5)

129250  8268.0 7130.0 10480.0 8850.0

# M=Média. Med=Mediana.
*ANOVA para medidas repetidas com correcdo de Bonferroni.  **Teste de Friedman
***Teste t de Student para medidas repetidas.  ****Teste de Wilcoxon

Os resultados dos principais parametros hematolégicos avaliados para o grupo que recebeu
vincristina estdo expostos na tabela 4. Ndo foram identificadas alteracbes significativas na
maioria das variaveis avaliadas. Apesar de ndo ter sido observada diferenca significativa no
valor médio de neutrdfilos no periodo de tratamento geral (p=0,16), houve reducéo
significativa no valor médio de neutrofilos entre o periodo anterior ao tratamento (TO) e o
periodo ap6s a quarta sessdo de quimioterapia com vincristina (p=0,03).

Tabela 9. Distribuicdo dos resultados de parametros hematoldgicos de cdes do grupo

VNC antes do inicio do tratamento quimioterapico (TO) e durante as 4 sessdes de
quimioterapias seguintes (T1 a T4) (n=13).

Inicio 1%emana 2%emana 3%emana 43emana

(TO) (T (T2) (T3) (T4) TO X
M(dp)  M(dp) M(dp) M(dp) M(dp) P Tn
Med* Med#* Med# Med* Med?*
Eritrocitos(106/mm3)  6.9(1.0) 6.8(0.8) 6.7(1.2) 6.7(1.4) 6.5(1.3) 0.48**

Variaveis

7.2 7.1 7.4 6.9 6.9
Hemoglobina(g/dL) 16.1(2.6) 15.7(2.4) 15.3(2.8) 15.1(2.5) 15.4(2.9) 0.05*
17.1 16.8 16.1 15.2 16.1
Hematdcrito(%o) 47.9(7.2) 46.9(6.1) 45.1(7.6) 45.4(5.9) 46.1(6.7) 0.12*
50.0 50.0 49.0 46.0 47.0

Plaguetas(10¥mm?) 3459  368.0 3880  367.7 343.9  0.87**
(100.6) (119.4)  (142.7)  (1215)  (106.4)
3330 4080  363.0  339.0 3510
Leucéeitos(10¥mme) 12.9(3.7) 12.0(5.5) 9.6(5.6) 11.2(5.6) 8.3(4.0) 0,14*
12.4 12.1 8.2 9.7 7.0
Linfocitos(/mm?) 20643 19222 18755 20757  2031.0 0.66**
(1027.0) (853.8) (1194.4) (750.2)  (1022.1)
23240 14310  1890.0 23540  2178.0
Neutréfilos(/mm?) 8679.5 7587.8  5874.9 64521  4419.9 0.16* TO>TL 1.00%**
(3154.1) (5609.1) (4937.0) (4619.4) (2956.7)
87120 76560 50150  5723.0  4700.0
TO>T2 0,90%**
TO>T3 1.00%**
T0>T4 0.03%**

# M=Média. Med=Mediana.
*ANOVA para medidas repetidas com corre¢do de Bonferroni.  **Teste de Friedman
***Teste t de Student para medidas repetidas.  ****Teste de Wilcoxon
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Os dois grupos compostos por drogas pertencentes a classe dos alcaloides da vinca foram
comparados. Desta maneira, 0s cdes que receberam vimblastina foram comparados com
aqueles que receberam vincristina, em relacdo aos parametros hematologicos em cada
momento do tratamento (TO a T4). Os valores médios de eritrocitos foram significativamente
menores no grupo VBL em todos os periodos, quando comparado ao grupo VNC (p<0,05). O
grupo VBL também apresentou valor médio de hemoglobina (p=0,03) e hematdcrito (p<0,01)
significativamente menor que VNC no periodo T4. Outra diferenca significativa foi um valor
médio de neutrofilos significativamente maior no grupo VNC em comparagdo a VBL, no
periodo T4 (p<0,01).

Com o objetivo de avaliar as diferencas entre os grupos de cées que receberam protocolos
contendo doxorrubicina, foram comparados os grupos DOXO e CHOP em relacdo aos
parametros hematoldgicos em cada momento do tratamento (TO a T4). Os valores médios de
eritrocitos foram significativamente menores nos cdes do grupo CHOP em rela¢do ao grupo
DOXO em todos os periodos avaliados (p<0,01); resultados semelhantes foram observados
para os valores médios de hemoglobina em TO (p=0,03) e de T1 a T4 (p<0,01), e para 0s
valores médios de hematdcrito em todos os periodos avaliados (p<0,01). Os cdes do grupo
CHOP iniciaram a quimioterapia no momento TO com um valor médio de hematdcrito de
36,8% (DP=6,3) e tiveram um valor de 34,3%(DP=7,6) no momento T4, logo apds a quarta
sessdo de quimioterapia. J& os cdes do grupo DOXO iniciaram o tratamento com valor médio
de hematdcrito de 45,5% (DP=8,8) e apresentaram hematécrito médio de 43,7%(DP=8,6) no
momento T4. Os demais parametros avaliados ndo apresentaram diferencas significativas

entre os dois grupos.
Discussao

O efeito de drogas citotoxicas utilizadas em quimioterapia ndo é seletivo, isto é, ndo
seleciona apenas células neoplasicas para acéo, pode ter efeito citotoxico em células saudaveis
também, como o que ocorre em células provenientes da medula dssea, linhagens que sofrem
constante replicacdo (Gustafson e Page, 2013). No presente trabalho, o efeito citotdxico da
vimblastina no grupo VBL provocou reducéo significativa em trés parametros utilizados para
determinar anemia (namero de eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito). Esse farmaco é um
alcaloide da vinca, com efeito de ligagdo a tubulina intracelular e inibicdo da formacéo de
microtubulos, que leva a dissolugdo dos fusos mitoticos e parada da metéfase nas células em
divisdo (Kumar, 2016). Essa agdo é danosa para células labeis, como as hematopoiéticas, que

séo células com tempo de vida curto. Quando morrem, séo substituidas por novas células
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emergidas da populacdo germinativa, as quais possuem ciclos constantes de mitose (Zachary
e Mcgavin, 2016). O efeito da vimblastina pode causar efeito deletério na replicacdo de
precursores de eritrocitos na medula 6ssea, o que pode justificar a reducdo observada no
grupo VBL. Apesar disso, os valores medios de eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito

permaneceram no intervalo de referéncia para espécie.

Apesar da vincristina também sendo um derivado da vinca, cdes do grupo VNC néo
apresentaram reducdo significativa dos parametros de eritrograma, 0 que pode estar
relacionado ao fato de a vimblastina ter um potencial maior no bloqueio de formacéo de
microtibulos quando comparada a vincristina (Kumar, 2016). A diferenca entre os dois
farmacos foi ressaltada quando os grupos VBL e VNC foram comparados entre si, sendo que
a vimblastina determinou valores significativamente menores dos trés parametros do
eritrograma e no valor total de neutréfilos ao comparar o inicio (TO) e término do tratamento
(T4). O efeito mielossupressor da vincristina pode estar relacionado a reducédo significativa
nos valores de neutréfilos entre TO e T4 no grupo VNC, apesar desse achado, os valores
médios ndo sdo reduzidos o suficiente para serem classificados como neutropenia (VCOG-
CTCAE, 2011).

Os grupos tratados com doxorrubicina (DOXO) e a associagdo de vincristina,
doxorrubicina, ciclofosfamida e prednisona (grupo CHOP), ndo demostraram alteracdes
significativas nos parametros hematoldgicos ao longo do tempo. Mas quando comparados
entre si, foi possivel observar que os cdes do grupo CHOP apresentaram valores
significativamente menores de eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito quando comparados ao
grupo DOXO. Existe a descricdo da possibilidade do protocolo CHOP causar uma toxicidade
cumulativa na medula 6ssea, causando neutropenia (Fournier et al., 2018). Apesar disso, ndo
foi observada reducdo nos valores de neutréfilos no grupo CHOP ao longo das quatro

semanas.

Com relagdo aos cdes que receberam apenas doxorrubicina, a auséncia de redugdes
significativas nos parametros ao longo do tempo possivelmente pode ser justificada pelo
intervalo maior entre avaliaces (21 dias), que seguiu recomendac@es anteriormente descritas
(Cassali et al., 2017). Um maior intervalo entre administracGes possibilitou aos pacientes
maior periodo de recuperacdo e correcdo de possiveis citopenias que ndo foram identificadas

nos hemogramas.
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Apesar de ndo ter resultado em uma diferenca estatistica significativa durante o
tratamento, a anemia foi um achado importante em pacientes do grupo CHOP antes do inicio
do tratamento. No presente trabalho, os onze cdes com linfoma avaliados apresentaram niveis
brandos de anemia, com valor médio de hematdcrito de 36,8% (37-55%), média de eritrocitos
de 5,0 milh6es/mm3 (5,5-8,5 milhdes/mm3), e hemoglobina 12,3 g/dL (12-18 g/dL). Achados
semelhantes foram descritos em estudos evolvendo cdes com linfoma, em que o achado de
niveis brandos de anemia normocitica e normocrémica € comum (Miller et al., 2009; Capua et
al., 2011). O protocolo CHOP, assim como outras combinacGes de drogas citotoxicas, é
utilizado principalmente para casos de linfoma em cées (Miller et al., 2009). Num estudo
realizado sobre causas de anemia que ndo fossem originadas por perda aguda de sangue, a
maior prevaléncia dessa alteracdo hematoldgica foi em cdes com céncer, dentro dos quais 0

linfoma foi o diagnostico mais comum (Chervier et al., 2012).

A anemia é uma sindrome paraneoplasica comum em pacientes oncologicos e tem sido
associada a pior prognostico e menor tempo de sobrevida em cdes com linfoma (Miller et al.,
2009; Chervier et al., 2012). Usualmente essa alteracdo € vista de forma branda e poucos
casos evoluem para um quadro severo. A medida que a doenca progride ha uma reducédo na
reserva metabdlica de ferro, que associada a diminuicdo da duracdo dos eritrocitos e a reducédo
da resposta da medula Ossea a falta dessas células, coopera para manutencdo da anemia
(Finora et al.,2003). A deficiéncia de ferro em cées idosos também é citada como causa de
anemia em caes idosos, com mais de oito anos de idade (Radakovich et al., 2017). Portanto, a
anemia como manifestacdo paraneoplasica, associada a elevada média de idade dos cées
avaliados, pode ser uma justificativa para a reducdo nos parametros de eritrograma

observados no grupo VBL e nos niveis médios de anemia nos caes do grupo CHOP.
Concluséo

O farmaco vimblastina pode apresentar influéncia na reducdo de eritrécitos,
hemoglobina e hematdcrito ao longo de quatro sessfes. A vimblastina foi associada com
reducdo significativa no valor de neutrofilos. Caes com linfoma podem apresentar indices
compativeis com anemia. O farmaco doxorrubicina utilizado de maneira isolada ndo teve

correlacgéo significativa com citopenias.
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS

Com essa pesquisa foi possivel determinar o potencial fagocitico presente
nas células DH82 e DH82 gigantes derivadas do Histiocitoma Fibroso Maligno, o que
nos mostrou que provavelmente esse potencial seja responsavel pelo menos em
parte pelo progndstico desfavoravel dessa doenca.

A partir dessa pesquisa, também sera possivel visualizar a comparac¢do do
potencial fagocitico das células DH82 gigantes e mononucleares, com 0s mondcitos
e células gigantes, de caes saudaveis.

Diante do exposto nesse trabalho e a grande diversidade de neoplasias que
apresentam células gigantes, € de suma importancia dar continuidade a esta
pesquisa, procurando avaliar se essas células gigantes sdo de origem neoplasica,
ou sdo uma fonte de combate do organismo a propria neoplasia. Caso elas ndo
sejam de origem neoplasica, podemos estar diante de uma ferramenta de combate

ao cancer do préprio organismo.
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ANEXO (S)

O presente trabalho foi escrito de acordo com as normas da revista Veterinary
Pathology, disponivel em: https://us.sagepub.com/en-us/sam/journal/veterinary-
pathology#submission-guidelines

49



