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Resumo

A glicose é o principal substrato energético das células saudaveis do organismo. Nestas
células, a via principal de metabolizacao da glicose € a fosforilagéo oxidativa, processo que garante um
rendimento energético final de até 38 moléculas de adenosina trifosfato (ATP) por molécula de glicose
consumida. No entanto, as células tumorais ndo seguem o mesmo modelo, e utilizam a via da glicolise
aerdbia, ou efeito Warburg, como via metabdlica preferencial no metabolismo da glicose, mesmo em
condicdes de normoxémia e auséncia de lesdo mitocondrial. A glicélise aerébia é uma via menos
eficiente mas mais rapida na obtencédo de energia do que a fosforilacdo oxidativa, resultando num
aumento das concentracdes de lactato e de outros compostos metabdlicos, que sdo importantes para
a carcinogénese, proporciona alteracées no microambiente tumoral que favorecem a proliferacéo

tumoral, e é também importante nas vias de sinalizacéo celular das células tumorais.

O efeito Warburg esta descrito em diferentes tumores sélidos e hematopoiéticos em medicina
humana, inclusive em linfomas. No entanto, a informacéo relativa ao efeito Warburg em oncologia
veterinaria € escassa. Os linfomas sdo dos tumores malignos mais frequentes em felinos,
representando aproximadamente 30% de todos os tumores e 90% das neoplasias hematopoiéticas
diagnosticadas em gatos. Que tenhamos conhecimento, o efeito Warburg ndo esta estudado neste

tumor. O principal objetivo deste estudo consistiu em estudar o efeito Warburg em gatos com linfoma.

No presente estudo foram incluidos 37 gatos, dos quais 27 gatos com linfoma e 10 animais
saudaveis usados como grupo controlo. As concentra¢gdes séricas de glicose, frutosamina, lactato e
lactato desidrogenase (LDH) foram determinadas em todos os animais incluidos no estudo, em
amostras recolhidas no momento do diagndéstico e antes da instituicdo de qualquer tratamento. Os
gatos com linfoma apresentaram valores séricos de lactato significativamente superiores aos gatos do
grupo controlo (P<0.001). Para além disso, apesar das diferencas nao serem significativas, foi
observada uma tendéncia para os valores de LDH serem superiores nos gatos doentes do que nos
gatos do grupo controlo (P=0.059). Nao foram observadas diferencas significativas ha concentracdo de
glicose e frutosamina entre os gatos com linfoma e os gatos saudaveis (P=0.294 e 0.264,

respetivamente).

Os resultados obtidos no nosso estudo sugerem que o efeito Warburg podera estar implicado
na carcinogénese do linfoma felino, uma vez que foram observados aumentos significativos na
concentracao de lactato nos gatos doentes em relagdo aos gatos saudaveis, e também uma tendéncia
de aumento da concentracéo de LDH nos gatos doentes. Estes resultados também sugerem que o
lactato e a LDH poderdo ser biomarcadores do linfoma felino. Estudos futuros sdo necessarios para
avaliar as variacdes destes biomarcadores em fungéo das diferentes caracteristicas do tumor, e avaliar

as alteracfes do metabolismo da glicose como alvo terapéutico do linfoma felino.

Palavras-chave: Warburg, Felino, Glicose, Frutosamina, Lactato, Lactato desidrogenase, Linfoma



Abstract

Glucose is the main energetic substrate of the normal cells. In these cells, the principal
metabolic pathway of glucose metabolism is the oxidative phosphorylation, a process that guarantees
a final energy efficiency of up to 38 molecules of adenosine triphosphate (ATP) per molecule of glucose
consumed. However, tumor cells follow a different model, and use the aerobic glycolysis pathway, or
Warburg effect, as the preferred metabolic pathway of glucose metabolism, even under normoxemia
and absence of mitochondrial lesion. Aerobic glycolysis is less efficient but a faster pathway to obtain
energy than the oxidative phosphorylation, resulting in an increase in lactate concentrations and other
metabolic compounds, which are important for carcinogenesis, provides changes in the tumor
microenvironment that favor tumor proliferation, and is also important in the cell signaling pathways of

tumor cells.

The Warburg effect was described in different solid and hematopoietic tumors in human
medicine, including lymphomas. However, information regarding the Warburg effect in veterinary
oncology is scarce. Lymphomas are among the most frequent malignant tumors in felines, accounting
for approximately 30% of all tumors and 90% of the hematopoietic neoplasms diagnosed in cats. To our
best knowledge, the Warburg effect was not evaluated in this tumor. Thus, the main objective of this

study was to study the Warburg effect in cats with lymphoma.

Thirty seven cats were enrolled in the study, including 27 cats with lymphoma and 10 healthy
control animals. Serum concentrations of glucose, fructosamine, lactate and lactate dehydrogenase
(LDH) were determined in serum samples of all animals enrolled in the study, collected at the time of
diagnosis and prior to the institution of any treatment. Cats with lymphoma presented significantly higher
serum concentrations of lactate than control cats (P<0.001). In addition, although the difference was not
significant, a tendency to increase was also observed for LDH in diseased cats when compared with
control animals (P = 0.059). There were no significant differences in glucose and fructosamine

concentrations between cats with lymphoma and healthy cats (P = 0.294 and 0.264, respectively).

The results obtained in our study suggest that the Warburg effect might be implicated in
carcinogenesis of feline lymphoma, since significant increases in serum lactate were observed in
diseased cats in relation to healthy cats, and a tendency to increase in LDH concentrations was also
observed in diseased cats. These results also suggest that lactate and LDH might be clinically useful
biomarkers of feline lymphoma. However, future studies are needed to evaluate the influence of different
tumor features in concentrations of these biomarkers. In addition, future studies should also assess

changes in glucose metabolism as a therapeutic target for feline lymphoma.

Key words: Warburg, Feline, Glucose, Fructosamine, Lactate, Lactate dehydrogenase, Lymphoma



Introducéo

O linfoma é um dos tumores mais frequentes em felinos, representa aproximadamente 30% de
todos os tumores (Gustafson, Villamil, Taylor, & Flory, 2014) e 90% das neoplasias hematopoiéticas
diagnosticadas em gatos (Richter, 2003; Wilson, 2008). Apresenta uma maior prevaléncia em gatos
jovens com idade inferior a quatro anos de idade e em gatos geriatricos a partir dos oito anos de idade
(Gustafson et al., 2014). Os linfomas felinos podem apresentar varias localizagdes anatémicas, sendo
classificados como: alimentar, mediastinico ou toracico, nodal e extranodal (Ettinger, 2003). A infecao
pelo virus da leucemia felina (FeLV) é considerada uma etiologia importante do linfoma, sendo que
anteriormente, mais de 70% dos gatos com linfoma eram FeLV positivos, principalmente animais jovens
que apresentavam linfoma do tipo mediastinico (Louwerens, London, Pedersen, & Lyons, 2005).
Atualmente, a diminui¢éo da prevaléncia de infegédo por FeLV devido a implementacéo de protocolos
de vacinagéo fez com que diminuisse o niumero de casos de linfoma em animais jovens, mas por outro
lado observou-se um aumento da frequéncia de linfomas do tipo alimentar em gatos geriatricos (Vail,
Moore, Ogilvie, Volk, & Samples, 1998; Wilson, 2008; Withrow, Valil, & Page, 2013).

Apesar do linfoma felino ser um tumor que de uma forma geral apresenta uma resposta inicial
favoravel a quimioterapia (Barrs & Beatty, 2012; Ettinger, 2003), apresenta um prognostico reservado,
com um tempo de sobrevida apés o diagndstico muito variavel e dependente de diversos fatores (Barrs
& Beatty, 2012; Vall et al., 1998). Assim, a descoberta de biomarcadores da doenca poderédo ser Uteis
no diagnéstico, na monitorizagdo da evolug¢do da doenga, na monitorizacdo da resposta ao tratamento
e como indicadores de progndstico. Para além disso, a descoberta de vias metabdlicas envolvidas na
carcinogénese sao importantes para a compreensdo da evolucdo do tumor, e poderdo ser Uteis como

alvos terapéuticos das neoplasias (Morais-Santos et al., 2015).

A glicose é a principal fonte de energia e de carbono dos processos metabdlicos das células
saudaveis do organismo (Lu, Tan, & Cai, 2015). Ao entrar para a célula, a glicose é convertida em
piruvato seguindo para a mitocondria, realiza a fosforilagdo oxidativa com o intuito de obter um
rendimento energético final de até 38 moléculas de ATP por molécula de glicose consumida (Bose &
Le, 2018; Lu et al., 2015). As células tumorais ndo seguem o mesmo modelo, e em 1924 Otto Warburg
observou um fendmeno peculiar sobre o seu metabolismo (Bose & Le, 2018; Lunt & Heiden, 2011). A
glicolise aerébia ou efeito de Warburg é a via metabdlica preferencial das células tumorais (Luc,
Tortorella, Ververis, & Karagiannis, 2015). Estas metabolizam glicose em lactato sob condi¢des normais
de oxigenacéo (Gallo et al., 2015; Luc et al., 2015; Levine & Puzio-kuter, 2010; Lunt & Heiden, 2011),
e sem correlagdo com dano mitocondrial (Luc et al., 2015), obtendo um retorno energético de dois ATPs
por molécula de glicose consumida (Gallo et al., 2015; Luc et al., 2015), bem como outros produtos
essenciais a sintese de macromoléculas (Luc et al., 2015). Apesar da glicolise aerébia ser uma via de
obtencao de energia menos eficiente do que a fosforilagcao oxidativa, € no entanto uma via mais rapida,
onde a obtencédo de lactato a partir da glicose ocorre a uma taxa 10 a 100 vezes superior a oxidacao
mitocondrial da glicose (Bose & Le, 2018; Liberti & Locasale, 2016; Gallo et al., 2015; Lu et al., 2015;



Luc et al., 2015). Para além disso, o efeito Warburg tem sido descrito como um mecanismo de suporte
da sintese de moléculas necessarias a proliferacao celular das células tumorais, no qual 0 aumento do
consumo de glicose funciona como fonte de carbono que é usado na sintese de nucleétidos, lipidos e
proteinas fundamentais na oncogénese (Liberti & Locasale, 2016; Boroughs & Deberardinis, 2015;
Deberardinis, Lum, Hatzivassiliou, & Thompson, 2008). O efeito Warburg tem estado ainda implicado
na sinalizacao celular das células tumorais e na criacdo de condi¢cdes no microambiente tumoral que

favorecem a progressédo tumoral (Liberti & Locasale, 2016).

A glicose é um dos nutrientes mais acessiveis as células tumorais (Sun, Suo, Li, Zhang, & Gao,
2018). O aumento da sua captacdo por estas células foi descrito inicialmente por Otto Warburg
(Ferreira, 2010), e atribuida a elevada atividade glicolitica das células tumorais (San-millan & Brooks,
2017). A reprogramagado metabdlica subjacente ao efeito Warburg deve-se a acéo de varios oncogenes
e genes supressores tumorais (Bose & Le, 2018; Hay, 2016; Lu et al., 2015; Walenta & Mueller-klieser,
2004), que desempenham um papel importante na alteragdo para a glicolise aerdbia (Ngo, Ververis,
Tortorella, & Karagiannis, 2015; Walenta & Mueller-klieser, 2004), que origina uma elevada converséo
de glicose em piruvato (Lu et al., 2015), e posteriormente, pela acdo da LDH, ocorrem elevadas taxas
de conversédo de piruvato em lactato (Dang, 2010; Lu et al., 2015; Luc et al., 2015; Terragni, Morselli-
labate, Vignoli, & Bottero, 2016). Este passo é essencial para a regeneracdo do dinucleétido de
nicotinamida e adenina (NAD+) no citoplasma, para que prevalegcam elevadas taxas de glicdlise,
necessarias a oncogénese (Koukourakis & Giatromanolaki, 2019; Li, Zhang, Zhao, Ma, & Chen, 2016;
Yu, Chen, Wang, & Chen, 2016).

Nas células tumorais, a LDH é normalmente induzida por oncoproteinas como a cMyc, o fator
indutor de hipoxia 1 (HIF-1) e a cinase alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR), e é responsavel pela
reducdo do piruvato (que é o produto final da glicélise) a lactato, enquanto simultaneamente oxida o
dinucleodtido de nicotinamida e adenina reduzida (NADH) a NAD+ (Sun et al., 2018). A isoforma A da
LDH (LDHA) apresenta elevada afinidade pelo piruvato e uma elevada eficiéncia na conversédo de
piruvato em lactato, e é a isoenzima da LDH predominantemente expressa pelos tumores (Hay, 2016;
Gallo et al., 2015; Augoff, Hryniewicz-jankowska, & Tabola, 2014; Doherty & Cleveland, 2013).

O lactato, como produto final do efeito Warburg, esta envolvido na proliferacdo descontrolada
de células e nos processos de carcinogénese (Sun et al., 2018; Luc et al., 2015), observando-se um
aumento dos niveis de lactato até 40 vezes superiores em rela¢éo aos seus valores basais nos tumores
com elevada atividade glicolitica (San-millan & Brooks, 2017). O lactato produzido é transportado para
0 espaco extracelular através de transportadores ao nivel da membrana plasmaética (Luc et al., 2015),

fazendo com que o metabolismo glicolitico se mantenha ativo (Levine & Puzio-kuter, 2010)

O efeito Warburg foi descrito em diversos tumores sélidos e hematopoiéticos em medicina

humana (Brault et al., 2018). No entanto, o efeito Warburg esta pouco estudado em oncologia



veterinaria clinica. Assim, este estudo teve como objetivo principal estudar o efeito Warburg em gatos

com linfoma, através da determinacdo da concentracéo sérica de glucose, frutosamina, lactato e LDH.



Materiais e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Concelho Cientifico da Escola Universitaria Vasco da Gama
(EUVG), Coimbra, Portugal

Animais e Amostras Séricas

No presente estudo foram incluidos 37 gatos que foram apresentados a consulta em dois
centros de atendimento médico-veterinarios de Portugal (Hospital Veterinario do Baixo Vouga e
Hospital Veterinario Universitario de Coimbra) entre Janeiro de 2015 e Marco de 2019. Destes, 27
animais apresentavam linfoma, diagnosticado através de citologia e / ou histopatologia, e 10 gatos eram
saudaveis e constituiram o grupo controlo. Gatos que apresentavam, no momento do diagnostico,
doengas concomitantes, outros tumores benignos ou malignos ou histéria de neoplasia prévia foram
excluidos do estudo. Gatos que ja se encontravam a fazer qualquer tratamento foram também excluidos
do estudo, para eliminar a possivel interferéncia dos fArmacos na determinagdo da concentracéo sérica

dos diferentes pardmetros analisados no momento do diagnadstico.

Em todos os animais doentes incluidos no estudo foi realizado, na admissé@o e também nas
consultas de controlo quando clinicamente indicado e de acordo com o consentimento dos proprietarios,
exame de estado geral, hematologia, perfil bioquimico sanguineo, avaliacdo dos linfonodos, radiologia
toracica e ecografia abdominal, para avaliacdo do estado de salde e para estadiamento clinico. Os
dados referentes a identificacdo e os pardmetros clinicos avaliados incluiram a raca, género, estado
reprodutivo (castrado ou ndo castrado), idade, peso, estado de infe¢éo pelos virus da imunodeficiéncia
felina (FIV) e/ ou FeLV, localizagdo anatomica do tumor (mediastinico, alimentar, nodal ou extranodal),
grau histolégico (alto ou baixo) e o estadio clinico (I a V). O estadio clinico foi determinado com base
no Sistema de Estadiamento Clinico de Linfoma em Animais de Companhia da Organiza¢cdo Mundial
de Saude (OMS) (Withrow et al., 2013) (Tabela 1).

Os 10 gatos do grupo controlo foram considerados clinicamente saudaveis com base na historia
clinica, exame fisico e resultados de exames complementares de diagnéstico, e necessitaram de
analises sanguineas (hematologia e bioquimica sanguinea) como parte do protocolo pré-anestésico de
procedimentos cirdrgicos eletivos, para realizacdo de check-ups geriatricos ou para determinacdo do

estado de infe¢éo por FIV e FeLV (Tabela 1).



Tabela 1- Caracterizacdo dos gatos com linfoma e gatos saudaveis incluidos no estudo.

Gatos com Linfoma (n=27) Gatos Grupo Controlo (n=10)

Raca

Europeu Comum 26 8

Persa 1 2
Género

Macho 13 1

Fémea 14 9
Estado Reprodutivo

Castrado 20 4

Nao Castrado 6 6
Idade (anos)

Média 7.5 2.7

Minimo - Maximo 0.6-17.0 0.5-6.0
Peso (Kg)

Média 4.0 3.3

Minimo - Maximo 2.3-6.7 22-4.1
Infecéo por FIV / FeLV

Positivo FeLV 8 0

Positivo FIV 2 0

Negativo FIV e FeLV 4 10

Nao determinado 13 0

Localizagdo Anatomica

Mediastinico 12 -
Alimentar 7 -
Nodal 1 -
Extranodal 3 -
Duas localizactes 3 -

Grau Histoldgico
Alto grau 23 -
Baixo Grau 3 -

Estadio Clinico”

Estadio | 9 -
Estadio Il 10 -
Estadio Il 2 -
Estadio IV 1 -
Estadio V 0 -

# A determinacéo do estadio clinico ndo foi determinada nos animais com linfoma de baixo grau; num dos gatos
com linfoma néo foi possivel recolher informacéo relativa a localizagdo anatomica do tumor, grau histolégico do

tumor e estadio clinico.



A amostra de sangue de cada animal incluido no estudo (n=37) foi recolhida no momento do
diagndstico e dividida em duas partes: uma amostra de sangue total em tubo de EDTA (tubos K3EDTA,
Aquisel, Barcelona, Espanha) para hematologia e outra em tubo sem anticoagulante (Vacuette Z com
ativador de coagulo sanguineo, Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster, Austria) para
bioguimica sérica. Os tubos sem anticoagulante foram deixados em repouso durante cerca de 15
minutos apdés a colheita, a temperatura ambiente, para formagdo do coagulo sanguineo.
Posteriormente, foram centrifugados (10 min, 2000 x g) e o soro sobrenadante foi usado para as
andlises bioquimicas. As amostras de soro remanescentes foram armazenadas a -20 ° C. A
determinacdo das concentracdes séricas de glicose, frutosamina, lactato e LDH foi realizada nas
amostras de soro remanescentes que foram colhidas para as analises clinicas; nenhuma amostra de

sangue foi colhida exclusivamente para este estudo.

Determinacdo da concentracdo sérica de Glicose, Frutosamina, Lactato e Lactato

Desidrogenase

As amostras foram enviadas para o Laboratério Interdisciplinar de Analises Clinicas da
Universidade de Mdrcia (Interlab-UMU) em Espanha, em condi¢es de congelacdo. A determinacéo da

concentracao sérica de glicose, frutosamina, lactato e LDH foi realizada em todos os animais (n=37).

As concentragfes séricas de glicose e lactato foram determinadas usando kits comerciais
(reagente de glicose OSR6121 e reagente de lactato OSR6193, respetivamente, Beckman Coulter,
Califérnia, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. As concentragdes séricas de LDH e frutosamina
foram também determinadas recorrendo a kits comerciais (Lactato Dehidrogenasa (LDH) Ref 11581 e
Frutosamina Ref 11046, respetivamente, BioSystems SA, Barcelona, Espanha) seguindo as instru¢cdes
do fabricante. Todas as amostras foram analisadas hum aparelho bioquimico automatizado (Analisador

Quimico Automatico Olympus AU600, Olympus Europe Gmbh, Hamburgo, Alemanha).
Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através do software Graphpad Prism versédo 6 (La Jolla,
Califérnia, EUA). As alteracdes nas variaveis entre grupos foram avaliadas pelo teste Mann-Whitney

ndo paramétrico ndo pareado. Valores de P<0.05 foram considerados significativos.



Resultados

Os gatos com linfoma apresentaram valores séricos de lactato significativamente superiores
aos gatos do grupo controlo (P<0.001). Para além disso, apesar de as diferencas ndo serem
significativas, foi observada uma tendéncia para os valores de LDH serem superiores nos gatos doentes
do que nos gatos do grupo controlo (P=0.059). Ndo foram observadas diferencas significativas na
concentracdo de glicose e frutosamina entre os gatos com linfoma e os gatos saudaveis (P>0.05). As
concentracdes séricas de glicose, frutosamina, lactato e LDH dos gatos com linfoma e gatos saudaveis

séo apresentados na Tabela 2 e Figura 1.

Tabela 2: ConcentracBes séricas de glicose, frutosamina, Lactato e LDH (mediana e intervalo

interquartis) nos gatos com linfoma e gatos do grupo controlo.

Grupo linfoma felino Grupo controlo P
Glicose (mg/dL) 94.3 (69.7 —135.1) 84.55 (71.45-133.1) 0.294
Frutosamina (umol/L) 242 (203 - 282) 240 (197 - 262) 0.264
Lactato (mmol/L) 3.74 (2.55-6.72) 1.845(1.47 — 2.588) <0.001
LDH (U/L) 306.7 (181.9 - 626.3) 183.2 (145.1 -402.4) 0.059
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Figura 1: Diagramas de caixa das concentracdes séricas de glicose, frutosamina, lactato e lactato
desidrogenase dos gatos com linfoma e dos gatos do grupo controlo.
Em cada diagrama esta representada a mediana (linha no interior da caixa), os percentis 25% e 75%

(caixa),os percentis 5% e 95% (fios de bigodes) e os valores discrepantes (pontos).
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Discussao

Que tenhamos conhecimento, este é o primeiro estudo a avaliar as alteracbes metabdlicas
decorrentes do efeito Warburg no linfoma felino. Neste estudo, a avaliacéo das alteracdes metabdlicas
associadas a glicélise aerdbia realizada pelas células tumorais foi avaliada através um painel
bioquimico que incluiu a determinagdo das concentracdes séricas de glicose, frutosamina, lactato e
LDH em gatos com diferentes apresentagdes de linfoma. O aumento das concentragdes séricas de
lactato e LDH detetados no grupo de animais doentes sugerem que a glicélise aerdbia pode estar
implicada na carcinogénese do linfoma felino. Para além deste facto, estes resultados sugerem também
que o lactato e a LDH poderéo ser biomarcadores clinicamente Uteis no diagnéstico, monitorizacédo da
evolucao da doenca e da resposta ao tratamento, e de prognéstico do linfoma felino; e que as alteracbes

do metabolismo da glicose poderéo ser alvos terapéuticos do linfoma felino.

O lactato resultante da glicélise é essencial para todos 0s principais passos da carcinogénese
(San-millan & Brooks, 2017; Luc et al., 2015 ), e é também uma importante molécula de sinalizagédo
das células tumorais (Potter, Newport, & Morten, 2016). O aumento da atividade glicolitica nas células
tumorais é responsavel pela conversao de aproximadamente 66% da glicose captada em lactato (San-
millan & Brooks, 2017; Luc et al., 2015). Os niveis elevados de lactato estdo associados a um pior
prognadstico em alguns tipos de neoplasias em medicina humana (San-milldn & Brooks, 2017; Draoui &
Feron, 2011), nomeadamente com uma maior agressividade tumoral, com um menor tempo de
sobrevivéncia e com uma elevada incidéncia de metastases a distdncia em estadios iniciais dos
tumores (San-millan & Brooks, 2017). Devido a estes fatores, o lactato é considerado um parametro
adequado como indicador de diagndstico e prognéstico de diferentes tumores (Dhup, Dadhich,
Porporato, & Sonveaux, 2012). Em medicina humana, a hiperlactatémia é frequentemente associada a
tumores hematopoiéticos tais como linfomas, leucemias e mieloma multiplo, mas também a tumores
sélidos com elevada atividade mitdtica como por exemplo o carcinoma pulmonar de células pequenas
(Touret, Boysen, & Nadeau, 2012).

Os resultados descritos relativos a ocorréncia de hiperlactatémia em cdes com linfoma sao
contraditorios (Vail et al., 1990). Tal como observado no nosso estudo em gatos com linfoma, um
aumento significativo da concentragdo sérica de lactato foi descrito em caes com linfoma por Vail et al.
(1990); no entanto, Touret et al. (2012) ndo detetaram uma hiperlactatémia clinicamente relevante em
cées afetados pela doenca, considerando que esta possa ser significativa em menos de 10% dos cdes

com linfoma.

A LDH intervém no ultimo passo da glicdlise (Terragni et al.,, 2016), e em conjunto com
oncoproteinas tumorais é responsavel pela sintese de elevadas quantidades de lactato mesmo em
condicbes de aerobiose (Gillies et al., 2008). A LDH é também considerada um biomarcador de leséo
e morte celular, que é libertada para a corrente sanguinea como consequéncia da destrui¢cdo celular

causada por diferentes doencas tumorais e ndo tumorais, tais como anemia hemolitica, enfarte de
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miocérdio, embolismo pulmonar, rabdomidlise, linfoma, leucemia e tumores de células germinativas
(Kostakis et al., 2018). Em humanos, o aumento dos niveis séricos de LDH em doencas neoplasicas
tem sido associado, entre outras causas, a destruicdo de tecido causado pelo crescimento tumoral
(Gallo et al., 2015).

Para além do aumento da LDH associado a destruicdo celular, as células tumorais expressam
também elevadas quantidades desta enzima, especialmente da sua isoforma A (LDHA) (Bose & Le,
2018; Doherty & Cleveland, 2013; Draoui & Feron, 2011; Shim et al., 1997), tal como descrito em
diferentes tumores em medicina humana, tais como o carcinoma de células escamosas da cabega e
pescoco, carcinoma colorretal e carcinoma de pulméo de células ndo pequenas (Bose & Le, 2018). Nos
tumores hematopoiéticos, verificou-se o aumento da LDH no soro de doentes com linfoma de Hodgkin,
linfoma n&o-Hodgkin e mieloma multiplo (Augoff et al., 2014), sendo que no indice de Prognéstico
Internacional (IP1) é considerado como um forte preditor de sobrevivéncia em doentes com tumores
linfoides agressivos (Augoff et al., 2014). E também referido em varios estudos retrospetivos como um

biomarcador importante de progndstico em diferentes tipos de carcinomas (Augoff et al., 2014).

A importéncia clinica da LDH no linfoma foi também avaliada em oncologia veterinaria (Terragni
etal., 2016). Um aumento da sua concentracéo sérica foi descrito em aproximadamente 60% dos gatos
com linfoma alimentar (Terragni et al., 2016). Para além disso, 0 aumento da sua concentracdo sérica
foi também descrita como um fator de mau prognaéstico no linfoma felino (Terragni et al., 2016; Barrs &
Beatty, 2012), mas nao no linfoma canino (Zandvliet, 2016). No nosso estudo, apesar de ter sido
detetada uma tendéncia para o aumento da concentracao sérica de LDH em gatos com linfoma, a
diferenca em relagdo aos gatos controlo ndo foi significativa. No entanto, nesta investigagéo foram
avaliados animais com apresentacfes heterogéneas de linfoma, nomeadamente com doengca em
diferentes localiza¢tes anatémicas, em diferentes estadios clinicos e diferentes graus histopatolégicos.
Assim, estudos futuros deverdo avaliar se as alteragdes na expresséo da LDH estéo relacionadas com

diferentes caracteristicas da doenca.

A glicose e a glutamina s&o as principais fontes nutricionais para as células neoplasicas,
fundamentais para a sua sobrevivéncia e proliferacdo (Dang, 2012; Sun et al., 2018). Otto Warburg
descreveu um aumento dos niveis de captacao de glicose pelas células tumorais (47-70%) em relagao
as células saudaveis do organismo (2-18%), fundamental para garantir um aporte continuo deste
substrato energético as células em proliferacdo (San-milldn & Brooks, 2017). Apesar de a glicélise ndo
ser a principal via metabdlica de sintese de ATP na maioria das células tumorais, contribui em média
cerca de 17% para obtencdo da sua energia (Lunt & Heiden, 2011), o que é suficiente para garantir a

rapida proliferacao (Li et al., 2016).

Em medicina humana, o aumento dos niveis séricos de glicose é também referido como um
fator de risco de desenvolvimento de tumores, incluindo tumores de pancreas (Beer & Liebenberg,
2014; Jee et al., 2015; Stattin et al., 2007), figado (Beer & Liebenberg, 2014; Jee et al., 2015), rim (Jee
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et al., 2015), do trato urinario, melanoma (Stattin et al., 2007), cancro colorretal, carcinoma gastrico
(Beer& Liebenberg, 2014) e carcinoma mamario (Beer & Liebenberg, 2014; Stattin et al., 2007). Para
além disso, a hiperglicémia agrava o estado clinico do doente, piorando o prognéstico dos pacientes
com cancro (Barua et al., 2018). Ao contrario do descrito em relagéo a glicose, existe pouca correlagéo
entre os niveis séricos de frutosamina e o risco de desenvolvimento de cancro em medicina humana.
No entanto, em humanos, o risco de desenvolvimento de alguns tipos de cancro, tais como cancro da
prostata, colorretal e pulméo, aparenta ser maior quando existe aumento das concentracdes séricas de

glicose e diminuicao das concentracdes de frutosamina (Wigertz, Carroll, Lambe, & Hammar, 2013).

Em medicina veterinaria, principalmente em gatos, € comum o0 aumento transitério das
concentracdes de glicose sanguinea em animais doentes ou submetidos a stresse, tal como acontece
quando sdo submetidos a algum procedimento clinico (Rand, Kinnaird, Baglioni, Blackshaw, & Priest,
2002). Devido a este facto, as determinagbes séricas de glicose poderdo originar valores
transitoriamente aumentadas (Rand et al., 2002). A frutosamina permite avaliar os niveis de glicose nos
10 a 14 dias que antecederam a recolha da amostra, sendo um indicador estavel a curto-prazo do
estado glicémico (Wigertz et al., 2013). Assim, no presente estudo, a avaliacdo das alteracdes no
metabolismo da glicose em gatos com linfoma foi realizada através da determinagéo das concentragdes
séricas de glicose e de frutosamina. No entanto, no presente estudo, ndo foram detetadas alteracdes
nas concentracdes séricas destes parametros em gatos. Estudos futuros deverdo avaliar se
determinadas apresenta¢bes clinicas do linfoma felino poderdo estar associadas a alteracdes

significativas das concentracdes séricas de glicose e frutosamina.
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Conclusdes

Os resultados obtidos no nosso estudo sugerem que as alteracbes da reprogramacao
metabdlica causada pela glicolise aerdbia possa estar implicada na carcinogénese do linfoma felino,
uma vez que foram observados aumentos significativos na concentracdo de lactato nos gatos doentes
em relagdo aos gatos saudaveis, e também uma tendéncia de aumento na concentracéo de LDH nos
gatos doentes. Estes resultados sugerem também que o lactato e a LDH poderao ser biomarcadores
de diagnéstico, monitorizacdo da evolugcdo da doenca e da resposta ao tratamento, e de prognéstico
do linfoma felino. No entanto, sdo necessarios estudos futuros para avaliar as variacbes destes
biomarcadores em funcdo das diferentes caracteristicas do tumor. Para além disso, estudos futuros
deverdo também avaliar as alteracdes do metabolismo da glicose como alvo terapéutico do linfoma
felino.
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