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MORENO, Kleber. Aspectos epidemioldgicos, morfologicos e terapéuticos do linfoma
cutaneo e indices de proliferacéo celular (pcna e ki-67) no linfoma multicéntrico em
cées. 2008. 68 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2008.

RESUMO

Linfoma ¢ o termo utilizado para designar um grupo heterogéneo de tumores malignos de
origem linfoide. Diversos sistemas de classificacdo foram estabelecidos para facilitar a
compreensdo do comportamento bioldgico destas doencas na medicina humana e adaptados
para medicina veterinaria. A classificagdo anatomica desenvolvida pela Organizacdo Mundial
de Saude ¢ a forma mais simples de classifica-los segundo o local primario de aparecimento.
A determinagdo do grau de malignidade, da imunofenotipagem e dos indices de proliferacao
celular constitui a melhor forma de compreender o seu comportamento bioldgico,
contribuindo na determinagdo de fatores prognosticos e na escolha de protocolos
antineoplésicos. Neste estudo foram avaliados os aspectos epidemioldgicos, morfoldgicos e
terapéuticos de 49 cdes com linfoma cutaneo e a associagdo do grau de malignidade e
imunofenotipagem com os indices de prolifera¢do celular (PCNA e Ki-67) em 55 cdes com a
apresentacdo multicéntrica, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de
Londrina no periodo de janeiro de 1990 a agosto de 2008. Dentre os cdes com linfoma
cutaneo, 35 eram fémeas e 14 machos, com distribuicdo racial heterogénea, porém com maior
ocorréncia em caes de raca definida e idade variando entre 2 a 14 anos. O tumor foi mais
freqliente em caes de pequeno e médio porte, com lesdes distribuidas principalmente no
abdome, dorso e tronco. Em 21 caes foi realizada a classificagdo morfoldgica verificando-se
doze com linfoma nao epiteliotropico e nove com a forma epiteliotropica. Na maioria dos caes
tratados com maultiplos firmacos, a remissdo clinica foi completa ou parcial. Ao utilizar
protocolos com monoterapia a doenga permaneceu estavel ou progrediu, com exce¢do dos
dois pacientes tratados com lomustina. A sobrevida foi maior em pacientes tratados com
multiplos antineoplasicos. Dos 55 cdes com linfoma multicéntrico 30 eram machos e 25
fémeas, dos quais 39 de raca definida e 16 sem definicdo racial, com idade média de 5,4 anos.
Morfologicamente 70,1% dos casos eram de alto grau de malignidade e 29,9% de baixo grau,
sendo 32 de células T e 23 de células B. A média de células marcadas pelo anticorpo PCNA
foi de 90,0 + 3,96 em linfomas de alto grau e de 82,0 £ 2,60 entre os de baixo grau. Ao
considerarmos todas as células marcadas ndo houve diferenca significativa, porém ao
estabelecer como positivas apenas as células fortemente marcadas, obtivemos diferencga
significativa entre os linfomas de alto grau (84,72 + 3,79) e os de baixo grau de malignidade
(64,19 + 3,50). Associacdo significativa entre a proliferacdo celular mensurada com o
anticorpo Ki-67 e o grau de malignidade (64,0 = 9,03 para os de alto grau e 9,50 + 2,49 para
os de baixo grau) também foi constatada. Nao houve associacdo entre o indice de proliferagao
celular de nenhum dos anticorpos com o imunofenétipo.

Palavras chave: Linfoma canino. Epidemiologia. Morfologia. Imunofenotipagem.
Proliferagao celular. Terapia.



MORENO, Kleber. Epidemiological, morphological and therapeutic aspects of cutaneous
lymphoma and cell proliferation index (PCNA and Ki-67) in multicentric lymphoma in
dogs. 2008. 68 f. Thesis (Doctorate in Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2008.

ABSTRACT

Lymphomas are a diverse group of malignant neoplasms that originate in lymphoid tissues.
Several classification systems were established to enhance the understanding of the biological
behavior of this disease in both human and veterinary medicine. The anatomical classification
developed by World Health Organization (WHO) is the most simple and it is based in the
primary site of appearance. The pattern of growth, immunophenotypic features and mitotic
rates consist the main basis to understand the tumor behavior, determining prognosis, and
influencing treatment selection. In this study the epidemiologic, morphologic and therapeutic
aspects of 49 dogs with cutaneous lymphoma were evaluated. The association between the
malignant grade, immunophenotyping, and cellular proliferation (PCNA and Ki-67) were also
evaluated in 55 dogs with the multicentric form. Within cutaneous lymphoma, 35 dogs were
females and 14 were males, many different breeds were represented but more frequently in
pure breeds and age from 2 to 14 years. This tumor was more frequent in small and medium
breeds, with lesions in abdomen, dorsum and trunk. The morphologic classification was made
in 21 dogs, with twelve non epiteliotrophic and nine epiteliotrophic form. In the majority of
the cases the multiple-drug therapy was established, and the remission was complete. The
single-drug therapy result in stable or progressive disease, except for patients treated with
lomustine. The survival was longer in patients treated with multiple-drugs therapy. In 55
multicentric form dogs were 30 males and 25 females, 39 pure breed and 16 mixed breeds.
The mean age was 5.4 years. High malignant grade were 70.1% of cases and low malignant
grade represented 29.9%, 32 T cell lymphoma and 23 B cell lymphoma. The mean mitotic
cell rate by PCNA antibody were 90,0 + 3,96 in high malignant grade lymphomas and 82,0 +
2,60 in low malignant grade concerning all marked cells was no significant difference
(p<0,05).

When only highly marked cells were counted, mean index was 84,72 + 3,79 in high grade
lymphomas and 64,19 + 3,50 in low grade lymphomas (p<0,05). The Ki-67 cellular
proliferation index was 64,0 + 9,03 within high malignant grade and 9,50 + 2,49 within low
grade (p=0,0045). There was no association with cellular proliferation of both antibodies and
the phenotype.

Keywords: Canine lymphoma. Epidemiological. Morphological. Immunophenotypic.
Cellular proliferation. Therapy.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

O linfoma ¢ uma neoplasia que se origina do tecido linfoéide, sendo o
principal tumor hematopoiético no cdo (MILNER et al., 1996). Nesta espécie, possui
caracteristicas similares ao linfoma do tipo ndo-Hodgkin humano. Estudos epidemiologicos
realizados em outros paises estimam incidéncia anual de aproximadamente 33 casos para cada
100.000 caes (TESKE, 1994a; FOURNEL-FLEURY et al, 2002). O linfoma afeta caes de
todas as idades, predominantemente os de meia idade (6,3 a 7,7 anos), ndo havendo
predilegdo relacionada ao sexo (MILNER et al., 1996; TESKE 1994a). O risco relativo para o
aparecimento do linfoma ¢ maior nas ragas: scottish terrier; basset hound; airedale terrier;
bulldog; boxer; golden retriever e pastor alemao (RALLIS et al. 1992; FAN; KITCHELL,
2002; MELLANBY; HERRTAGE; DOBSON, 2002). Predisposi¢do genética foi relatada em
bull mastiff, em um grupo de otterhounds ¢ em uma familia de rottweilers (VAIL; YOUNG,
2007).

O linfoma tem aparecimento espontineo, representando 8,5 a 9% de todos
os tumores caninos (DOBSON et al., 2001), e tem menor ocorréncia apenas do que as
neoplasias mamarias e cutineas (FOURNEL-FLEURY et al., 1997a). Caracteriza-se por
elevada agressividade e, ao contrario do que ocorre em gatos, a relacdo com agentes virais nao
foi definitivamente demonstrada, apesar de ter sido relatada a presenga de retrovirus nas
células tumorais (TESKE 1994a; FOURNEL-FLEURY et al., 1997b).

Fatores ambientais tém sido investigados na tentativa de determinar fatores
predisponentes do linfoma, principalmente quando da exposi¢ao ao herbicida 2,4 acido
fenoxiacético, que em pessoas e animais aumenta as chances de aparecimento da doenca

(FOURNEL-FLEURY et al., 2002).
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1.2 CLASSIFICACAO

1.2.1 Classificacdo Anatdmica

A classificacdo anatomica proposta pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS, 1980) (Figura 1), ainda ¢ aceita e muito utilizada (MILNER et al., 1996;
MELLANBY; HERRTAGE; DOBSON, 2002). Esta classificagdo também contempla o
estadiamento clinico do linfoma, considerando a infiltracdo do tumor em outros 6rgdos ¢ a
presenca ou auséncia de sinais clinicos (Figura 2). A maioria dos animais apresenta-se com
grau III ou IV da doen¢a quando da avaliagdo clinica. Isto ocorre devido a demora no
encaminhamento do animal para atendimento por clinico veterinario, o que favorece a
progressao da doenca (CROW, 1982; TESKE et al.,, 1994; MILNER et al., 1996, DE
MOURA et al., 2003).

A forma clinica mais comum ¢ a multicéntrica, que representa até 84% dos
casos (RALLIS et al., 1992; FAN; KITCHELL, 2002, MORENO; BRACARENSE, 2007a,
SUZANO, 2007). Caracteriza-se pelo aumento generalizado dos linfonodos superficiais, que
se apresentam indolores e de consisténcia firme, podendo haver infiltragdo das células
neoplasicas no figado, baco, medula 6ssea e tonsilas (FAN; KITCHELL, 2002). A maioria
dos animais ¢ assintomatica no momento da apresentagdo clinica, porém quando sintomaticos
havera histérico de perda de peso, letargia, anorexia e episddios de febre (CROW, 1982;
FAN; KITCHELL, 2002; VAIL; YOUNG, 2007). Em estagios avangados da doenga pode-se
observar hepatoesplenomegalia, ¢ em 27 a 34% dos casos infiltracio pulmonar (VAIL;
YOUNG, 2007).

O linfoma alimentar representa 5 a 7% dos casos, localizando-se
principalmente no estdmago e intestino delgado (FRENCH; SEITZ; VALLI, 1996; FAN;
KITCHELL, 2002; VAIL; YOUNG, 2007). Similarmente ao que ocorre em seres humanos,
esta apresentacdo ¢ mais observada em cdes machos (VAIL e YOUNG, 2007). Caes com
linfoma alimentar podem apresentar sinais gastroentéricos como anorexia, vomito, diarréia,
melena e perda de peso secundaria a sindrome da ma-absor¢do/ma-digestio (FAN;
KITCHELL, 2002; VAIL; YOUNG, 2007). A ocorréncia de enterite linfoplasmocitaria ¢ um
fator de predisposicdo para o linfoma alimentar em caes da raga basenji (FRENCH; SEITZ;
VALLI, 1996; VAIL; YOUNG, 2007).
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A forma mediastinica ocorre em aproximadamente 5% dos casos, sendo
caracterizada pelo aumento dos linfonodos mediastinicos e/ou timo (FAN; KITCHELL, 2002;
VAIL; YOUNG, 2007). Como o timo ¢ o 6rgao linféide responsavel pela maturagdo dos
linfocitos T, os linfomas mediastinicos sdo compostos em sua maioria por células T (FAN;
KITCHELL, 2002). Caes com esta apresentagdo podem manifestar sinais respiratorios, efusao
pleural, compressao de lobos pulmonares ou sindrome da veia cava cranial (FAN;
KITCHELL, 2002). A hipercalcemia pode estar presente em até 40% dos cdes com linfoma
mediastinico (FAN; KITCHELL, 2002; VAIL; YOUNG, 2007).

O linfoma cutaneo pode ter apresentagdo localizada ou generalizada, sendo
classificado como epiteliotropico (Mycosis fungoides) e ndo epiteliotropico (DeBOER;
TURREL; MOORE, 1990; DAY, 1995; VAIL; YOUNG, 2007). Pode envolver também a
mucosa oral e em casos mais avancgados infiltrar linfonodos, figado, baco e medula Ossea
(VAIL; YOUNG, 2007). A forma epiteliotropica é a mais comum, tendo origem em células T,
similarmente ao que ocorre em seres humanos (DeBOER; TURREL; MOORE, 1990; VAIL;
YOUNG, 2007). Uma variante da mycosis fungoides, caracterizada por envolvimento
generalizado da pele com evidéncias de circulagdo de linfocitos T malignos no sangue
periférico, ¢ referida em humanos como sindrome de Sézary, a qual ja foi relatada também em
caes e gatos (THRALL et al., 1984; TESKE; VAN HEERDE, 1996; VAIL; YOUNG, 2007).

Outras apresentagdes anatomicas do linfoma classificadas como extranodais
sdo as oculares, renal, cardiaca, neuroldgica, 6ssea e articular, cuja ocorréncia € menor que as

anteriormente mencionadas (VAIL; YOUNG, 2007).

1.2.2 Classificagao Histologica

Em humanos, os linfomas ndo Hodgkin’s respresentam um grupo
heterogéneo de tumores que foram classificados morfologicamente pela primeira vez em 1966
por Rappaport. Posteriormente, outras classificagdes foram elaboradas como a de Lukes e
Colins (1974), e os sistemas KIEL (LENNERT, 1978) e Working Formulation, este ultimo
proposto pelo National Cancer Institute (ROBB-SMITH, 1982). Em 1990, Lennert e Feller
introduziram uma modificag¢ao na classificagdo do sistema Kiel, levando em considera¢do o
imunofendtipo, em linfoma de células B ou de células T. Harris et al. (1994) propuseram uma

revisdo da classificagdo das neoplasias linféoides na Europa e América, estabelecendo
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subgrupos e uma subdivisdo dos linfomas de baixo e de alto grau de malignidade, com valor
prognostico. Este sistema de classificagdo recebeu a denominagao de REAL.

A classificacdo histologica da OMS abrange os seguintes subtipos: pouco
diferenciado; linfoblastico; linfocitico e prolinfocitico; e histiocitico, histioblastico e
histiolinfocitico (RALLIS et al., 1992).

Estes sistemas de classificagdo rapidamente foram adaptados para a
Medicina Veterinaria, sendo a classificagdo de Kiel e o sistema Working Formulation os mais
facilmente adaptados (TESKE et al., 1994; MILNER et al. 1996; KIUPEL; TESKE;
BOSTOCK, 1999).

A Working Formulation classifica o tumor com base no padrido tecidual
(difuso ou folicular) e no tipo celular (pequena e clivada; grande; e imunobléstica). Ja o
sistema Kiel avalia a morfologia celular (centroblastico, centrocitico e imunoblastico) e a
imunofenotipagem (células B ou T). Ambos os sistemas classificam o tumor como sendo de
baixa ou alta malignidade, e a Working Formulation acrescenta um grau intermediario de
malignidade (VAIL; YOUNG, 2007).

Os sistemas de classifica¢do auxiliam na determinag¢do do progndstico dos
linfomas. A classificacdo da Working Formulation tem maior correlagdo com o tempo de
sobrevida do animal (KIUPEL; TESKE; BOSTOCK, 1999). O padrao de arquitetura folicular
em cdes ndo estd correlacionado com progndstico, sendo encontrado em poucos casos. Em
seres humanos, ao contrario, aproximadamente 30% dos linfomas nao-Hodgkins sdo
foliculares determinando um prognostico favoravel (TESKE, 1994b). Os linfomas de alto
grau de malignidade apresentam com maior freqiiéncia, remissdo completa em resposta a
quimioterapia, quando comparados aos de baixa malignidade. No entanto, cdes com linfoma
de baixo grau de malignidade tém maior tempo de vida sem quimioterapia agressiva (VAIL;
YOUNG, 2007).

O sistema Kiel modificado auxilia na determinagdo do tempo de
reincidéncia nos animais tratados, acreditando-se que também tenha utilidade na estimativa da

sobrevida (KIUPEL; TESKE; BOSTOCK, 1999).
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1.2.3 Classificagcdo Fenotipica

A imunofenotipagem passou a ter importancia prognéstica, quando se
verificou que cdes com linfoma de células T tinham prognostico pior para o tempo de vida e o
intervalo livre da doencga que aqueles com linfoma de células B (GREENLEE et al. 1990;
KIUPEL; TESKE; BOSTOCK, 1999).

A grande dificuldade para a padronizagdo da imuno-histoquimica foi a
disponibilidade de marcadores para células linféides de cdes (FOURNEL-FLEURY et al.,
2002; RASSNICK et al. 2002). Nos ultimos anos foi demonstrado que marcadores de células
B e T de humanos sdo eficazes também na marcacdo de células B e T de alguns animais,
incluindo o cao (MILNER et al., 1996; FOURNEL-FLEURY et al., 1997a). O anticorpo
monoclonal anti-CD79a como um marcador pan-B, e o anticorpo policlonal humano anti-CD3
tem sido considerado eficientes como marcadores de células T, em secoes de tecidos fixados
em formalina e incluidos em parafina (MILNER et al., 1996; FOURNEL-FLEURY et al.,
1997b).

Em cdes, observou-se maior incidéncia de linfomas com imunofendtipo B
(FOURNEL-FLEURY et al., 1997b; SUEIRO, 2004). No entanto, De Moura (2000) e
Moreno e Bracarense (2007b) observaram um predominio de linfomas de células T (60,2 e

53,5%) respectivamente nas regides de Botucatu —SP e Londrina - PR.

1.3 PROLIFERACAO CELULAR

Estudos sobre a cinética celular, seus mecanismos reguladores e sua inter-
relacdo com fatores de crescimento, oncogenes e anti-oncogenes estdo em evidéncia nos
Gltimos anos. As informagdes pertinentes ao comportamento biologico dos tumores
contribuem na escolha da terapia e em subsidios progndsticos para as mais variadas
neoplasias (PHILLIPS et al., 2000; ZACCHETTI et al., 2003).

A aplicagdo de marcadores de proliferacdo celular, destacando-se o PCNA
(antigeno nuclear de proliferacdo celular) e o Ki-67 (antigeno nuclear associado ao ciclo
celular), assegura uma medida acurada da quantidade de células em proliferagdo (ALVES;

BACCHI; VASSALO, 1999).
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O PCNA ¢ uma proteina nuclear acida de 36kDa, que funciona como
auxiliar da DNA-polimerase-delta e atua na replicagdo e no reparo de moléculas de DNA
lesadas através da excisdo de nucleotideos, formando um complexo quaterndrio com a
proteina P21, a ciclina D e a CDK (quinina dependente de ciclina). Nas fases G1, G2 ¢ M do
ciclo celular, a expressdo imuno-histoquimica do PCNA ¢ reduzida, contudo aumenta em até
sete vezes na fase S. A expressao de PCNA pode estar desregulada proéximo a tumores, em
decorréncia de fatores de crescimento autocrinos, que regulam a estabilidade e a expressao do
RNAm da proteina (GRIFFEY; KRAEGEL; MADEWELL, 1999).

O PCNA ¢ considerado um marcador de proliferacao celular bom, pois os
niveis desta proteina podem manter-se elevados quando induzidos por fatores de crescimento,
como resultado de danos ao DNA. Outros fatores que podem influenciar em sua expressao ¢ o
tipo de fixador, tempo de fixacdo, meia vida longa, indicando que o nucleo celular pode
permanecer PCNA positivo mesmo apds o estimulo para a proliferacdo ter cessado ou mesmo
nas cé€lulas em GO. Todos estes aspectos devem ser levados em consideragdo quando da
utilizagdo da marcacdo com PCNA evitando falhas ou erros na interpretagdo de resultados
(RABENHORST; BURINI; SCHIMITT, 1993; KELLEY; MAHAFFEY, 1998; KIUPEL;
TESKE; BOSTOK, 1999).

O antigeno Ki-67 ¢ uma ndo-histona nuclear que faz parte da estrutura
protéica conhecida como suporte cromossomico. Sua expressdo ¢ determinada pelo gene
situado no locus 10q 25 e ocorre no final da fase G1, em S, G2 ¢ M. Tem relagao direta com a
fragdo de crescimento de uma populagdo celular e ¢ considerado um excelente marcador
imuno-histoquimico para proliferacao celular. Sua meia vida ¢ curta, ndo havendo marcagdo
de células em GO ou para células que estdo tendo reparo do DNA, ao contrario do que ocorre
com o PCNA. Porém, assim como o PCNA ndo informa o tempo do ciclo celular, mas sim

quais células estdo em divisao (ESPOSITO et al. 2000; BAUER, ZERVOS; MORTIZ, 2007).

1.4 TRATAMENTO

Todos os farmacos antineopldsicos possuem potencial de desencadear
efeitos adversos, usualmente menos intensos em animais de companhia do que em seres
humanos. Portanto, ¢ de fundamental importancia que o clinico saiba reconhecé-los e

contorna-los orientando os proprietarios na identificacao precoce (VAIL; YOUNG, 2007).



20

Vérios protocolos quimioterapicos sdo indicados na terapia do linfoma
canino. Tais protocolos podem ser formulados com a utilizagdo de um farmaco ou uma
combinac¢do deles. Protocolos com combinagdes de farmacos geram melhores resultados na
obtencdo de remissdo completa da doenga, associada a um maior tempo de vida livre da
doenca e uma melhor qualidade de vida. Quanto maior o nimero de farmacos utilizados,
maior sera o custo, porém, melhor serd a eficacia no tratamento, ainda que com maiores
possibilidades de efeitos adversos, o que ndo deve ser um desestimulo para a utilizagdo do
melhor protocolo (VAIL; YOUNG, 2007).

A maioria dos protocolos utiliza diferentes combinagdes com os seguintes
farmacos: sulfato de vincristina, ciclofosfamida, cloridrato de doxorrubicina, prednisona e L-
asparaginase. O uso de outros farmacos, como o clorambucil, actinomicina D, citarabina,
metotrexato, mitoxantrona e lomustina também ¢ proposto em alguns protocolos
quimioterapicos para o linfoma canino. (FAN; KITCHELL, 2002).

A cirurgia como parte da terapia em cdes com linfoma ¢ controversa. No
caso de massa tumoral Unica, a cirurgia pode auxiliar o tratamento com farmacos
antineoplasicos, porém ndo podera ser a Unica forma de tratamento, recomendando-se a
associacdo das técnicas terapéuticas. O procedimento cirurgico somente sera obrigatdrio,
quando houver obliteracdo da luz do trato digestivo na apresentacdo do linfoma alimentar
(VAIL; YOUNG, 2007).

A radioterapia tem pouca aplicagdo na terapia do linfoma canino, sendo
indicada nos casos de linfoma nasal e com envolvimento do sistema nervoso central (VAIL;

YOUNG, 2007).

1.5 PROGNOSTICO E CONSIDERACOES FINAIS

O prognostico para o linfoma canino estd relacionado a diversos fatores
como: apresentagdo anatomica, estagio clinico, classificagdo histologica e imunofendtipo. A
cura da doenga ¢ obtida em poucos casos (< 10%). No entanto, € possivel prover boa
qualidade de vida, por periodos longos, para a maioria dos caes acometidos (VAIL ; YOUNG,
2007).

O sitio anatomico sera indicativo de pior progndstico quando estiver

relacionado ao linfoma cutdneo primario, alimentar difuso, envolvimento primario do sistema
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nervoso central, infiltracdo da medula 6ssea ou circulagcdo de linfoblastos malignos no sangue
periférico (FAN; KITCHELL, 2002; VAIL; YOUNG, 2007).

Caes nos estagios III, IV ou V e com sinais clinicos da doenga tém pior
prognoéstico quando comparados aos animais nos estagios I ou II e assintomaticos. O
imunofendtipo T determina pior prognéstico quando comparado com o imunofenétipo B
(FAN; KITCHELL, 2002; FOURNEL-FLEURY et al., 2002).

A sindrome paraneoplasica de hipercalcemia normalmente est4 associada ao
imunofendtipo T, contribuindo para um pior progndstico. Animais com neoplasmas de alto
grau de malignidade, segundo as classificacdes histoldgicas do Sistema Kiel e da Working
Formulation, respondem melhor ao tratamento quimioterdpico, porém menor tempo de
sobrevida (TESKE et al., 1994; KIUPEL; TESKE; BOSTOCK, 1999; FOURNEL-FLEURY
et al., 2002).

Ressalta-se desta forma, a importancia do estadiamento clinico, da
classificagdo histologica e imunofenotipagem para a determinacao do prognostico e auxilio na
escolha do protocolo quimioterapico. Os indices de proliferacdo celular, também tém
contribuido na melhor compreensdo do comportamento bioldgico e em um prognostico mais

acurado (BAUER; ZERVOS; MORTIZ, 2007).

APRESENTACAO ANATOMICA

Multicéntrico

Alimentar

Mediastinico

Cutaneo

Extra Nodal (renal, neurologica, ocular, ossea, articular, etc.).

Figural— Quadro da classificagcdo anatdmica do linfoma canino proposta pela OMS (OWEN,
1980).
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ESTAGIO CLINICO

I Envolvimento de apenas um linfonodo.

II Envolvimento de varios linfonodos superficiais, com ou sem envolvimento de
tonsilas.

III Linfoadenomegalia generalizada.

v Envolvimento de figado e/ou bago, com ou sem linfoadenomegalia generalizada.

v Envolvimento de sangue, medula 6ssea e/ou outros érgéos.

SUBESTAGIO CLINICO
a Sem sinais clinicos da doencga.
b Com sinais clinicos da doenca.

Figura2 — Quadro do estadiamento clinico do linfoma canino proposto pela OMS (OWEN,
1980).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os aspectos epidemioldgicos, morfologicos, terapéuticos do
linfoma cutaneo e determinar os indices de proliferagdo celular (PCNA e Ki-67) do linfoma
multicéntrico em caes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de

Londrina (HV-UEL).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os dados de ocorréncia do linfoma cutaneo e multicéntrico em
caes atendidos no HV-UEL, no periodo de janeiro de 1990 a agosto de 2008.

- Investigar os aspectos epidemioldgicos relacionados ao género, idade,
raca, porte fisico e distribuicdo das lesdes do linfoma cutaneo e multicéntrico em caes.

- Classificar histologicamente os linfomas cutineos, baseado em critérios
descritos por Gross (2005).

- Descrever os protocolos utilizados no tratamento de cdes com linfoma
cutaneo atendidos no HV-UEL no periodo de janeiro de 1990 a agosto de 2008, a resposta
terapéutica e a sobrevida alcangada.

- Classificar histologicamente os linfomas multicéntricos em caes, seguindo
critérios estabelecidos pelo sistema Kiel (LENNERT; FELLER, 1990)

- Investigar a fenotipagem dos linfomas multicéntricos através da técnica de
imunoperoxidase.

- Estabelecer os indices de proliferacdo celular no linfoma multicéntrico
para os anticorpos PCNA e Ki-67.

- Analisar a significancia estatistica entre o grau de malignidade dos
linfomas multicéntricos e os indices de proliferagdo celular do PCNA e Ki-67.

- Analisar a significancia estatistica entre os indices de proliferacao celular

do PCNA e Ki-67 e a imunofenotipagem dos linfomas multicéntricos.
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3 LINFOMA CUTANEO EM CAES: EPIDEMIOLOGIA, MORFOLOGIA,
RESPOSTA TERAPEUTICA E SOBREVIDA.

MORENQO, K.; BRACARENSE, A.P. F. R. L.

3.1 RESuMoO

A apresentagdo cutanea ¢ uma dentre varias possiveis no linfoma canino. Tumor de origem
linféide e de aparecimento espontaneo nos cdes ¢ subdividido em epiteliotropico ou nao
epiteliotropico e pode se manifestar por meio de ndédulos epidérmicos, subcutaneos, maculas e
infiltrar outros oOrgdos em sua evolugdo. Neste estudo investigamos os aspectos
epidemiologicos, morfoldgicos e terapéuticos do linfoma cutaneo em 49 caes. Destes caes, 35
eram fémeas e 14 machos, com idade variando entre 2 a 14 anos. Trinta e sete animais
apresentavam raca definida. Em relacdo ao porte 47% eram de pequeno porte, 31% de grande
porte e 22% de porte médio. Em 21 cdes foi realizada a classificagdo morfologica e
estabeleceu-se o diagnostico de linfoma ndo epiteliotropico em doze animais e da forma
epiteliotropica em nove. As lesdes ocorreram predominantemente no abdémen, dorso (caudal)
e tronco. Na maioria dos cdes tratados com multiplos farmacos, a remissdo clinica foi
completa ou parcial. Ao utilizar protocolos monoterapicos a doenga permaneceu estavel ou
progrediu, com exce¢do de pacientes tratados com lomustina. A sobrevida foi maior em
pacientes tratados com protocolos com multiplos antineoplésicos.

Palavras chave: Linfoma cutaneo. Epidemiologia. Morfologia. Terapia. Caes.

3.2 ABSTRACT

Cutaneous form is one of the clinical presentations of lymphoma. This lymphoid tumor has a
spontaneous appearance in dogs, and is classified as epitheliotropic and non epitheliotropic.
Multiple clinical presentations are described: epidermic, subcutaneous nodes, maculas, muco-
cutaneous junctions and organs infiltrations. In this study, epidemiologic, morphologic and
therapeutic aspects of 49 dogs with cutaneous lymphoma were analyzed. From these dogs, 35
were females and 14 males, and the age range from 2 to 14 years. Thirty-seven were pure
breed dogs. The tumor was more frequent in small (47%) and large (31%) breed dogs. The
lesions occurred mainly in abdomen, dorsum (back) and trunk. In 21 dogs the morphologic
classification of the tumor was performed and a diagnosis of twelve non epitheliotropic and
nine epitheliotropic lymphoma was established. In the majority of multiple-drugs treated dogs
the remission was complete or parcial. In single-drug therapy the disease still stable ou
progressive, except in patients treated with lomustina. The survival was longer in multiple-
drugs therapy.

Key words: Cutaneous lymphoma. Epidemiology. Morphology. Therapy. Dogs.
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3.3 INTRODUCAO

Linfoma ¢ o termo utilizado para designar um grupo heterogéneo de
tumores malignos que se originam no sistema hemolinfatico. E o principal neoplasma deste
sistema e o terceiro em ocorréncia dentre todos os tumores malignos dos cdes (FAN;
KITCHELL, 2002; PONCE et al. 2004; LURIE et al. 2008).

Estes tumores ndo possuem um agente etioldgico conhecido na patogenia da
doencga entre os cdes (TESKE, 1994; MILNER et al. 1996). Apesar de especulagdes como
alteracdo genética causada por pesticidas ou ambientes com alta tensdo elétrica, e a presenca
de particulas de retrovirus no tecido tumoral, nada foi comprovado quanto a real participagdao
destes agentes na etiologia dos linfomas caninos, sendo a doenga considerada de aparecimento
espontaneo (VAIL; YOUNG, 2007). Sabe-se que bull mastiff, ottherhounds e uma familia de
rottweilers apresentaram maior predisposi¢do ao linfoma em decorréncia de falhas genéticas
(VAIL; YOUNG, 2007). Outras ragas como boxer, scottish terrier, golden retriever e pastor
alemdo tem uma maior ocorréncia, mas sem causa especifica (RALLIS et al. 1992; DOBSON
et al., 2001; FAN; KITCHELL, 2002; MELLANBY, HERRTAGE; DOBSON, 2002).

Em humanos, a associagdo entre linfoma e a exposi¢ao ocupacional a alguns
produtos quimicos, como o acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D), ou infec¢des por retrovirus
foi relatada (TESKE, 1994). No entanto, assim como em caes, o aparecimento do linfoma ¢
considerado espontdneo. O envolvimento de virus como o HTLV-1 (virus linfotropico
humano T, tipo 1) e possivelmente o HTLV-2 (virus linfotropico humano T, tipo 2) foi
sugerido na etiologia do linfoma de células T em humanos (TESKE, 1994).

O linfoma possui diversas apresentagdes clinicas que estdo diretamente
relacionadas ao local de aparecimento da doenga, grau de malignidade, fenotipo e indice de
proliferacao celular, entre outros. Em decorréncia desta diversidade clinica, esta doenca foi
classificada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de acordo com o local de origem em
linfoma multicéntrico, alimentar, mediastinico, cutaneo ou extra-nodal (OWEN, 1980,
JACOBS, MESSICK; VALLI, 2002).

A forma cutanea possui uma baixa ocorréncia clinica em comparagdo com a
multicéntrica, correspondendo de 3 a 12 % de todas as apresentagdes clinicas. O cdo com
linfoma cutaneo pode apresentar nodulo isolado ou multiplo, com ou sem ulceragdo,
geralmente alopécico, eritematoso e com os bordos elevados. Ocasionalmente, as lesdes

podem adquirir aparéncia bizarra, arciforme e serpiginosa, ou aspecto eritematoso difuso com
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descamagdo (BEALE; BOLON, 1993; BOUCHARD, 2000; MORRISSON, 2002; BHANG et
al. 2006; MORENO; BRACARENSE, 2007).

Morfologicamente os linfomas cutineos sd3o subdividos em ndo
epiteliotropico e epiteliotrépico (DHALIWAL; KITCHELL; MESSICK, 2003). A forma nao
epiteliotropica caracteriza-se por uma infiltracdo difusa da derme e do subcutidneo por
linfécitos anaplasicos. Estas células geralmente sdo grandes, similares aos histiocitos, com
nucleos ovoides ou edentados e com citoplasma abundante. Arranjam-se como agregados
nodulares com disposi¢do perivascular, possibilitando a invasdo vascular e subseqiiente
formagao de émbolos, similar a granulomatose linfomatéide em humanos (SCOTT; MILLER;
GRIFFIN, 1995; UENO et al. 2004).

A forma epiteliotropica ¢ caracterizada pela infiltracdo de células linfoides
anaplasicas na epiderme, epitélio de mucosas ou estruturas anexas. Os linfocitos neoplasicos
intra-epidérmicos podem estar difusamente distribuidos ou formando pequenos agregados
denominados microabscessos ou microagregados de Pautrier. O tropismo por estruturas
anexas pode ser mais proeminente do que a infiltracdo da epiderme. Em humanos quatro
padrdes morfologicos foram descritos. A mycosis fungoides ¢ o mais freqiiente, caracterizado
pela infiltracdo de células neoplasicas na epiderme, estruturas anexas e derme superficial,
sendo freqliente a obliteracdo da juncao dermoepidérmica. A sindrome de Sézary consiste na
presenca de células tumorais na epiderme e linfocitose neoplasica concomitante. Estes dois
padrdes morfologicos ja foram descritos no cdo (GROSS, 2005). A doenca de Paget ou
reticulose pagetdide € caracterizada por infiltragdo difusa restrita a epiderme e a parede de
foliculos pilosos e glandulas sudoriparas, e a doenga de Woringer-Kolopp, na qual se observa
um padrdo focal da reticulose pagetdide foram descritas apenas no homem (SCOTT,
MILLER; GRIFFIN, 1995; FOSTER et al. 1997, BOUCHARD, 2000; GROSS, 2005;
BHANG et al. 2006).

Os linfomas cutaneos sdo constituidos predominantemente por células T
tanto no cdo como no homem, no entanto, em humanos a freqiiéncia de linfoma cutaneo de
células B ¢ maior do que em ciaes (MOORE; OLIVRY; NAYDAN, 1994; WILLEMZE;
BELJAARDS; MEIJER, 2007). O linfoma multicéntrico de células B pode causar metastase
ou infiltracdo na pele, e nao deve ser confundido com o linfoma cutaneo primario, pois esta
apresentagdo também pode determinar linfoadenomegalia (TESKE, 1994).

O objetivo deste trabalho ¢ descrever os aspectos epidemiologicos,

morfologicos e terapéuticos do linfoma cutaneo em caes.
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3.4 MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 265 prontuarios de cdes com diagndstico citologico ou
histopatologico de linfoma, atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade Estadual de
Londrina (HV-UEL) no periodo de janeiro de 1990 a agosto de 2008. Estabelecido o
diagnostico, estes caes foram classificados de acordo com a apresentagdo anatomica da
doenca, seguindo os critérios propostos por Jacobs (2002).

Dos animais com apresentacdo cutdnea foram obtidos dados de resenha,
localizagao da lesdo, nimero de nddulos, porte do animal e quadro clinico da doenga. Para os
animais sem raca definida (SRD), o porte foi estabelecido pelo peso corpdéreo sendo
considerados de pequeno porte cdes com peso < a 10 kg, porte médio > 10 e < 20 kg, grande
porte > 20 e < 40 kg e cdes gigantes com peso > 40 kg (MORENO; BRACARENSE, 2007).

Para a classificacdo morfoldgica foram utilizados os fragmentos de tecido
emblocados em parafina provenientes do laboratério de Anatomia Patologica Veterinaria da
Universidade Estadual de Londrina. Dos cdes com diagndstico histopatoldgico, foram
separados os blocos de parafina com os fragmentos correspondentes, para novo corte e
coloragdo pelo método de Hematoxilina ¢ Eosina (HE). Os tumores foram classificados em
ndo epiteliotropico e epiteliotropico de acordo com os padrdes histologicos descritos por
Gross (2005).

Nos caes com linfoma cutidneo, o protocolo utilizado no tratamento, a
resposta terapéutica e o tempo de sobrevida dos animais também foram avaliados. Para
analise da resposta terapéutica foram definidos os seguintes critérios: i. remissao completa da
doenca quando ndo era detectada a presenga de nddulos ou qualquer outra alteracao clinica do
linfoma cutaneo; ii. remissdo parcial quando havia redugdo de até 75% no tamanho e
quantidade de nddulos do tumor; iii. doencga estavel quando reduzido a metade o tamanho das
lesdes cutdneas sem aparecimento de outros nddulos; iiii. doenga progressiva quando havia no
maximo 25% de reducdo das lesdes cutineas e nitido aparecimento de outros nddulos ou
infiltragdo em outros 6rgdos (VAIL; YOUNG, 2007).

Para andlise da sobrevida foi considerado o nimero de semanas que o
animal permaneceu vivo apds o diagndstico de linfoma em relagdo ao tratamento ou até a
morte natural. Caes que foram submetidos a eutanasia logo apds o diagndstico ndo foram

considerados para determinagdo da sobrevida.
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3.5 RESULTADOS

Dos 265 cdes com linfoma, 49 (18,5%) apresentavam a forma cutinea da
doenca (Figura 1). Destes, 35/49 (71%) eram fémeas e 14/49 (29%) machos. A distribui¢ao
racial foi heterogénea, porém com maior ocorréncia em caes de raca definida (Tabela 1).

Estes animais apresentavam idade variando entre 2 e 14 anos, sendo a média de 7,6 anos.
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Figural— Ocorréncia das apresentagdes anatomicas de 265 cdes com diagndstico de
linfoma, atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade Estadual de
Londrina, no periodo de janeiro de 1990 a agosto de 2008, Londrina — PR,
2008.
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Tabela 1 — Distribuicdo da freqiiéncia das ragas dos caes com linfoma cutaneo, atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina, no periodo de
janeiro de 1990 a agosto de 2008, Londrina — PR, 2008.

Distribuigao das ragas

Total de animais (%)

Cocker Spanzel Inglés 7 (15%)
Teckel 5 (10%)
Boxer 5 (10%)
Rottweiler 4 (8%)
Pmscher 4 (8%)
Poodle 4 (8%)
Pastor Alemao 3 (6%)
Akita 1 (2%)
Chow-chow 1 (2%)
Collie 1 (2%)
Lhasa-apso 1 (2%)
Weimaraner 1 (2%)
Sem raga definida (SRD) 12 (25%)

TOTAL

49 (100%)

Quanto ao porte fisico, nenhum cdo SRD possuia peso corpéreo superior a

20 kilos, trés apresentavam porte médio e nove eram de pequeno porte. Desta forma,

considerando também o porte dos cdes com raca definida, observamos a ocorréncia do

linfoma cutidneo de acordo com o porte fisico da seguinte forma: 47% em caes de pequeno

porte, 31% grande porte e 22% em caes de porte médio.

Ao avaliarmos a distribuicdo das lesdes, verificamos que 23 caes

apresentavam multiplos nddulos pelo corpo, 18 possuiam de dois a quatro nodulos, sete com

lesdes Unicas e um com ulceragdes em mucosa nasal, oral e despigmentagdo (Figuras. 3,4, 5 e

6). A distribui¢do dos tumores, considerando a localizagdo corporea, esta descrita na tabela 2.

Sinais sistémicos inespecificos como apatia, vomito, anorexia e diarréia

foram observados em nove (18%) caes.
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Tabela2 —  Distribuigdo das lesdes neoplasicas do linfoma cutineo de acordo com a
localizagdo corporea, de 49 caes atendidos no Hospital Veterinario da
Universidade Estadual de Londrina no periodo de janeiro de 1990 a agosto de
2008, Londrina — PR, 2008.

Localizacio Total*

Abdome 27

Dorso 23

Tronco 15

Cabeca 11

Cervical 09

Digitos 07

Membros toracicos 06

Perianal 05

Membros pélvicos 04

Nao informado ] 2%

* Nos animais com nddulos multiplos foram pontuadas todas as localiza¢des apresentadas.
** A localizagdo das lesdes nao foi informada.

A classificacdo morfologica foi realizada a partir de cortes histologicos em
21 cdes com diagnostico prévio de linfoma. Os demais cdes tiveram apenas o diagnostico
citologico e os proprietarios ndo autorizaram a colheita de fragmento de pele para avaliagao
histopatologica. A forma epiteliotropica foi diagnosticada em nove cdes € a nao
epiteliotropica em 12 (Figuras 7 e 8).

Dos 49 caes com diagnostico de linfoma cutineo, 37 foram submetidos a

tratamento quimioterapico. Os principais protocolos utilizados estdo listados na tabela 3.

Tabela 3 — Protocolos utilizados no tratamento de linfoma cutdneo de caes atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina, no periodo de janeiro
de 1990 a agosto de 2008, Londrina — PR, 2008.

Protocolos com monoterapia Protocolos com multiplos farmacos
antineoplasica antineoplasicos
Protocolo Caes tratados Protocolo Caes tratados
Prednisona 11 COP 9
Lomustina 8 VELCAP-L 5
Dexametasona 1 COAP 3
Total 20 Total 1

COP = ciclofosfamida, sulfato de vincristina e prednisona; VELCAP-L = sulfato de vincristina, L-
asparaginase, ciclofosfamida, doxorrubicina e prednisona; COAP = ciclofosfamida, sulfato de
vincristina, citarabina e prednisona.
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Os caes tratados apresentaram uma grande diversidade de respostas,
independente do protocolo utilizado. Ao associarmos a resposta terapéutica com a
classificagdo morfologica, observamos que os cdes com linfoma epiteliotropico tratados
apenas com lomustina ou VELCAP-Lapresentaram resposta terapéutica superior aos tratados
com qualquer outro protocolo. No entanto, entre os cdes com linfoma nao epiteliotropico a
remissao completa ou parcial também foi obtida utilizando outros protocolos (Tabela 4).

A sobrevida destes animais variou de acordo com o protocolo utilizado e a
classificagdo morfologica. Doze cdes ndo foram tratados com nenhum farmaco ou submetidos

a eutanasia logo ap6s o diagndstico por op¢ao de seus responsaveis (Tabela 5).

Tabela 4 — Resposta terapéutica de cdes com linfoma cutaneo tratados com diversos
protocolos, associada a classificacdo morfologica.

CLASSIFICACAO MORFOLOGICA

PROTOCOLO | EPITELIOTROPICO NAO SEM TOTAL

EPITELIOTROPICO CLASSIFICACAO

MORFOLOGICA
RC | RP |DE |DP | RC | RP | DE | DP | RC | RP | DE | DP

Prednisona 0 0 0 1 0 1 1 0 0 2 4 2 11
CcOP 0 1 1 0 1 2 0 0 0 4 0 0 9
Lomustina 2 0 0 0 1 3 0 0 0 1 1 0 ]
VELCAP-L 1 1 0 0 1 0 0 0 0 2 0 0 5
COAP 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 3
Dexametasona 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
TOTAL 3 2 2 1 3 7 1 0 0 11 5 2 37

COP = ciclofosfamida, sulfato de vincristina e prednisona; VELCAP-L = sulfato de vincristina, L-
asparaginase, ciclofosfamida, doxorrubicina e prednisona; COAP = ciclofosfamida, sulfato de
vincristina, citarabina e prednisona; RC = remissdao completa; RP = remissdo parcial; DE = doenga
estavel; DP = doenca progressiva.

Tabela5— Sobrevida dos cdes com linfoma cutdneo com ou sem instituicdo de protocolo
antineoplasico, associada a classificagdo morfoldgica em numero de semanas.

EPITELIOTROPICO NAQ EPITELIOTROPICO SEM (.‘LASSIFICAC;:\O
Protocolo MORFOLOGICA
N de Média de Intervalo | N®de Meédia de Intervalo N de Meédia de Intervalo
Cies sobrevida™ Cies sobrevida™ Cies sobrevida*®
Tratados 8 399 5-96 11 492 12-65 18 31.8 3—-064
Prednisona 1 5.0 - 2 17.5 12-23 8 16.0 3—35
COP 2 26.0 13—-52 3 51.3 44— 62 4 44,5 37—54
Lomustina 2 43.0 32-54 4 55.0 43 - 65 2 49.0 43— 55
Veleap-L | 2 67.0 38-96 1 78.0 - 2 55.5 47 — 64
COAP 1 20.0 - 1 49.0 - 1 38.0 -
Dexametas 0 0 0 0 0 0 1 10 -
ona
Nao 1 4.0 - 1 0 - 10 6.8 2-14
tratados
Eutanasia 0 0 (] 1 0 0 4 0 0

* Média de sobrevida em semanas. (-) Néo ha intervalo, pois foi avaliado apenas um animal.
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Figura 2 — Fotografia de nodulos pequenos (0,5 cm didmetro), eritematosos,

alguns com ulceragdo, no prepucio de um cdo da raga teckel,
macho, de 7 anos de idade. Diagnostico: linfoma cutaneo.

Figura 3 — Fotografia de lesdo ulcerativa interdigital com evolugdo de trés

semanas em um cao macho, SRD, de 4 anos de idade. Diagnostico:
linfoma cutaneo.
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Figura 4 — Fotografia de nodulo interdigital, alopécico, ndo ulcerado, com
evolucao de dois meses em um cdo da raga chow-chow, macho, 5
anos de idade. Diagndstico: linfoma cutaneo.

Figura5— Fotografia de despigmentagdo nasal e labial (seta branca), com
ulceragdo em narina ¢ mucosa oral (seta preta) em cdo da raga
cocker spaniel, 08 anos, com evolucdo 02 meses. Pontos de sutura
(setas vermelhas) no local da biopsia incisional. Diagndstico:
linfoma cutaneo.
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Figura 6 — Fotomicrografia de pele com linfoma néo éﬁitéi

na derme a presenca de células tumorais redondas, com nucléolo
proeminente em posi¢ao central (setas brancas) e figuras de mitose
(setas pretas). HE. Objetiva 40x.

Figura 7 — Fotomicrografia de pele com linfoma epiteliotropico. Observar a
presenca de células linfoides infiltradas na epiderme (setas). HE.
Objetiva 40x.
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3.6 DISCUSSAO

Dentre as apresentagdes clinicas do linfoma em caes, a forma cutinea tem
ocorréncia relatada de 3 — 8% (BHANG et al. 2006; VAIL; YOUNG, 2007). No entanto,
neste estudo constatamos uma ocorréncia de 18,5%, superior inclusive a estudo anterior que
abrangeu a mesma localizagao geografica (MORENO; BRACARENSE 2007). Este fato pode
estar relacionado a maior intensificagdo na pesquisa da doenca nos cdes atendidos no HV-
UEL nos tultimos quatro anos. Em humanos o HTLV-1 tem papel importante na inducao do
linfoma de células T, incluindo a apresentacdo cutanea (TESKE, 1994; MACY, 2007). Outros
fatores ambientais como exposicao a pesticidas e a permanéncia em areas industriais podem
favorecer as mutacdes genéticas, o que contribuiria para uma maior ocorréncia da doenca
(HENRY, 2007; VAIL; YOUNG, 2007). Desta forma, ¢ possivel que a freqiiéncia mais
elevada de linfoma cutaneo em nossa regido seja modulada por fatores ambientais, tornando
necessarios estudos epidemioldgicos que investiguem esta relacio (HENRY, 2007).

A influéncia do género na ocorréncia do linfoma em cdes ¢ controversa.
Virios trabalhos relatam uma freqiiéncia maior em machos (RALLIS et al. 1992; SEQUEIRA
et al. 1999; MORENO; BRACARENSE, 2007). No entanto, nestes trabalhos consideraram-se
todas as apresentacdes anatomicas do linfoma canino. Apenas Teske (1994) descreve uma
maior ocorréncia em fémeas. O maior nimero de fémeas com linfoma cutaneo em nosso
estudo sugere que hormoénios sexuais possam modular o desenvolvimento destes tumores,
hipdotese também considerada por Valli (1993) que observou uma menor ocorréncia de
linfoma em caes castrados. Henson et al. (1998)descrevem um caso de involugdo de linfoma
cutdneo em égua apos remog¢do de tumor ovariano. Os autores relataram a expressdo positiva
para receptores de progesterona e negativa para receptores de estrogeno nas células tumorais.
Em mulheres, fatores reprodutivos e a utilizagdo de contraceptivos hormonais conferem
algum risco no desenvolvimento de determinados subtipos de linfoma (LEE; BRACCI;
HOLLY, 2008).

Determinadas ragas como o boxer, basset hound, golden retriever, pastor
alemao, scottish terrier e bulldog inglés apresentam maior risco de desenvolver linfoma
(RALLIS et al., 1992; DOBSON, et al. 2001; MELLANBY; HERRTAGE;DOBSON, 2002),
enquanto a predisposi¢cdo genética foi descrita em bull mastiff, rottweiler e otterhound (VAIL;
YOUNG, 2007). No grupo de caes avaliados, verificamos um maior nimero de cocker spaniel
inglés, teckel e pinscher. Estas trés racas nao sdo consideradas com qualquer predisposi¢ao

para o desenvolvimento do linfoma (VAIL; YOUNG, 2007). No entanto, sdo ragcas muito
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freqiientes em nosso meio e possivelmente o grande numero de casos diagnosticados esteja
relacionado diretamente a populagdo destas em nossa regido. Outra hipdtese € que a forma
cutanea apresente predisposi¢do racial diferente. Os artigos que avaliaram a predisposi¢ao
racial ao linfoma consideraram todas as apresentagcdes anatomicas, sendo que a forma
multicéntrica nestes estudos € sempre a de maior ocorréncia. Contudo, como ha no Brasil uma
grande quantidade de caes mesticos ou sem defini¢do racial, sempre ao trabalhar com estudos
epidemioldgicos, os cdes SRD apresentam-se com grande participacdo dentro da populagao
estudada. Nesta amostragem, aproximadamente 25% dos cdes acometidos ndo possuiam
defini¢do de raga.

Racas de grande porte ou gigantes sao consideradas de maior risco para o
desenvolvimento do linfoma (TESKE, 1994; FOURNEL-FLEURY et al., 1997). Contudo, ao
avaliarmos os cdes com raga definida, constatamos que 59,5% destes cdes eram de pequeno
ou médio porte. Quando incluimos os cdes SRD esta ocorréncia sobe para 69,4%. Desta
forma, cdes de pequeno porte apresentam uma maior freqiiéncia de linfoma cutaneo. No
entanto, considerando que em nosso meio ha uma grande quantidade de racas de pequeno ou
médio porte, aliado ao fato dos caes SRD serem geralmente pequenos, esta maior freqiiéncia
em caes de pequeno porte pode nio refletir a realidade.

O linfoma canino ¢ observado freqlientemente em animais adultos e idosos,
com idade média de 6,3 a 7,7 anos (RALLIS et al. 1992; TESKE, 1994). Moulton e Harvey
(1990) descrevem uma freqiiéncia de 80% dos casos em animais entre 5 e 11 anos. Resultados
similares foram obtidos no Brasil por Sequeira e Franco (1992) que relataram uma freqiiéncia
de 80% dos casos em cdes com idade entre 4 e 13 anos e por Moreno e Bracarense (2007) que
descreveram a idade média dos animais acometidos em 5,9 anos. Neste estudo observamos
que a idade média dos cdes com linfoma cutaneo (7,6 anos) ndo difere daqueles com outras
apresentacoes clinicas do linfoma.

A distribuicao das lesdes nao segue um padrao clinico. O fato de o animal
apresentar apenas um ou poucos nodulos estd relacionado com o tempo de aparecimento da
doenca e ndo com a sua gravidade. Lesdes na cabeca e perineo normalmente envolvem areas
de mucosas, principalmente a mucosa oral e a jungdo anoretal (MOORE; OLIVRY;
NAYDAN, 1994). A presenca de nodulos em maior quantidade no abdome, tronco e regiao
dorsal consiste apenas em maior drea corporea para o desenvolvimento do tumor, ndo

caracterizando maior ou menor gravidade.
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Ao contrario da distribuicdo das lesdes pela area corpdrea, a presenca de
sinal clinico inespecifico sist€émico indica maior evolucao da doenga e invariavelmente pior
progndstico em decorréncia da menor resposta terapéutica (VAIL; YOUNG, 2007).

Em seres humanos predomina o linfoma epiteliotropico, sendo a mycosis
fungoides a mais freqiiente (MOORE; OLIVRY; NAYDAN, 1994; BHANG et al., 2006). No
cdo, a apresentacao nado epiteliotropica aparenta ser mais freqliente, porém faltam estudos que
possam sustentar esta afirmacdo (GROSS, 2005; VAIL; YOUNG, 2007). Em nosso trabalho,
43% (21/49) dos cdes com linfoma cutaneo foram avaliados morfologicamente. Nos demais
caes houve desinteresse do proprietario ou falta de condigdes financeiras para autorizar a
biopsia ¢ o exame histopatoldgico, e em alguns casos por falta de indicagdo do médico
veterindrio. Dentre os cdes em que os tumores foram submetidos a classificagdo morfologica,
57% foram diagnosticados como linfoma nao epiteliotropico. Essa ocorréncia ¢ semelhante a
descrita na literatura (GROSS, 2005; VAIL; YOUNG, 2007).

Vérios protocolos antineoplasicos sdo descritos para o tratamento de
pacientes com linfoma (VAIL; YOUNG, 2007). Invariavelmente os protocolos com multiplos
farmacos proporcionam uma melhor resposta terapéutica eliminando células tumorais por
diversos mecanismos. Estes protocolos contribuem para uma maior sobrevida com qualidade
de vida, permitindo uma remissao completa ou parcial da doenga com intervalo maior. Outra
importante vantagem ao escolher estes protocolos consiste na menor probabilidade de
desencadear resisténcia das células tumorais a estes ou outros farmacos. A proteina P,
existente na membrana celular como um mecanismo de defesa que impede a entrada de
toxinas deletérias, estd superexpressa nas células tumorais afetando a entrada adequada dos
agentes antineoplasicos (CHUN; GARRET; VAIL, 2007). Quando ¢ realizado o tratamento
com apenas um farmaco, principalmente na monoterapia com prednisona, hd uma maior
inducdo de resisténcia inespecifica, dificultando inclusive o uso de outras medicacdes no
tratamento. Por estes motivos, protocolos como o VELCAP-L, COP e COAP apresentam
melhores resultados do que a monoterapia (CHUN; GARRET; VAIL, 2007).

O linfoma cutaneo tende a responder menos aos protocolos terapéuticos em
comparagdo a outras apresentacdes anatomicas, por ocorrer diferenca na concentragdo tissular
dos quimioterapicos na pele em comparagao a outros 6rgaos (CHUN; GARRET; VAIL, 2008;
VAIL; YOUNG, 2007). Portanto, em alguns pacientes mesmo utilizando protocolos com
multiplos medicamentos, ndo ¢ possivel obter uma remissao satisfatoria. Ao mesmo tempo,
pacientes tratados apenas com lomustina podem apresentar remissdo igual ou superior aos

protocolos combinados (VAIL; YOUNG, 2007).
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Neste estudo observamos que, apesar do nimero de animais tratados com
cada protocolo ser pequeno, em pacientes tratados com lomustina, a remissao clinica foi
similar a dos pacientes tratados com VELCAP-L. Ao mesmo tempo, ¢ nitida a baixa
qualidade na resposta terapéutica dos pacientes tratados apenas com prednisona, em
decorréncia do rapido desenvolvimento de resisténcia e recidiva da doenca com posterior
falha na reinducdo da remissao e 6bito subsequente.

Pacientes com a linfoma epiteliotropico responderam bem ao tratamento
com lomustina ou VELCAP-L, sendo o COP um protocolo com indicagdes limitadas para
estes pacientes. O comportamento bioldgico da forma epiteliotropica tende a ser mais
agressivo em comparagdo com o linfoma nao epiteliotropico (MOORE; OLIVRY;
NAYDAN, 1994; BHANG et al. 2006). Com isto, o uso de protocolos mais complexos ou da
lomustina pode permitir uma melhor remissdo, periodos sem quimioterapia agressiva e
conseqiiente maior sobrevida.

Nos cdes com linfoma ndo epiteliotropico foi possivel obter remissao
completa ou parcial inclusive com o COP. Desta forma, para pacientes com esta forma de
linfoma cutaneo, ha pelo menos outras duas boas opgdes de tratamento com o COP e COAP.

Apesar de o protocolo monoterapico com a lomustina parecer ser melhor
que o VELCAP-L ou COP, por ser medicacdo Unica com administragdo a cada 21 dias e
proporcionando uma remissdo semelhante a de protocolos mais complexos, este agente tem a
grande desvantagem de ser hepatotoxico e extremamente mielossupressor, o que favorece
quadros de sepse, hepatite e subseqliente morte. Portanto, o uso da lomustina ¢ limitado e
indicado principalmente para pacientes refratarios a outros medicamentos (FAN; KITCHELL,
2000).

Em relagdo a sobrevida verificamos que a remissdo do tumor estd
diretamente associada a esta variavel, ou seja, cdes tratados com protocolos complexos como
o VELCAP-L podem ter uma sobrevida com qualidade variando de 10 a 20 meses.
Entretanto, cdes tratados apenas com prednisona tendem a sobreviver poucas semanas,
podendo chegar a poucos meses, resposta similar a obtida em pacientes ndo tratados. O tnico
ponto favoravel ao uso da prednisona consiste na possibilidade de minimizar a progressao da
doenca de forma répida, permitindo apenas pouco tempo de qualidade de vida aceitdvel aos

pacientes que ndo serdo tratados com protocolos mais adequados.
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3.7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo constatamos que o linfoma cutineo ¢ freqiiente em cdes de
nossa regido e deve ser considerado dentre os diagnosticos das afeccdes que acometem a pele.
As fémeas foram mais acometidas, o que implica na necessidade de investigagdes futuras
sobre uma modulacdo hormonal na patogenia da doenca. Nao houve diferenga na ocorréncia
da forma epiteliotropica e ndo epiteliotropica, no entanto a classificag@o histologica do tipo de
linfoma cutaneo auxilia na escolha do protocolo terapéutico mais adequado e

consequentemente no aumento da sobrevida do paciente.
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4 ARTIGO B — ASSOCIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR (PCNA E KI-67)
EM LINFOMA MULTICENTRICO CANINO COM O GRAU DE MALIGNIDADE E
IMUNOFENOTIPAGEM.

4.1 RESUMO

O linfoma ¢ a denominagao de um grupo heterogéneo de tumores malignos com origem em
tecido linféide. Possuem apresentagdes clinicas distintas que dificultam uma adequada
compreensdo de seu comportamento bioldgico. A determinacao da proliferagdo celular por
meio de exames imuno-histoquimicos tem contribuido com esta compreensao, auxiliando na
escolha de protocolos antineoplésicos para cada apresentacao. Neste estudo foram avaliados
cortes histoldgicos de 55 caes com linfoma multicéntrico, sendo 30 machos e 25 fémeas dos
quais 39 eram de raga definida e 16 sem definicao racial, com idade média de 5,4 anos.
Morfologicamente 70% dos casos eram de alto grau de malignidade e 30% de baixo grau,
sendo 32 linfomas de células T e 23 de células B. A proliferagdo celular foi avaliada imuno-
histoquimicamente utilizando-se o anticorpo PCNA e Ki-67. O indice de proliferagdo celular
obtido com o PCNA foi de 90,0 + 3,96 nos linfomas de alto grau e de 82,0 = 2,60 nos de
baixo grau considerando todas as células marcadas (p = 0,483). Ao estabelecer como positivas
apenas as c¢lulas fortemente marcadas, a média obtida foi de 84,72 + 3,79 e 64,19 + 3,50 para
os linfomas de alto e baixo grau de malignidade, respectivamente (p = 0,038). O indice de
proliferagao celular observado com o anticorpo Ki-67 foi de 64,0 = 9,03 ¢ 9,50 + 2,49 nos
tumores de alto e baixo grau, respectivamente (p = 0,0045). Nao houve associagdo entre o
indice de proliferagao celular e o imunofenotipo.

Palavras - chave: Linfoma multicéntrico. Proliferacdo celular. PCNA. Ki-67. Caes.

4.2 ABSTRACT

Lymphoma is a heterogeneous group of malignant tumors of lymphoid origin. Have distinct
clinical presentation that difficult the understanding the biological behavior. The cellular
proliferation can be determined by immunohistochemistry techniques and may be helpful in
antineoplastic therapy choices for each presentation. In this study were evaluated 55
histological preparations of multicentric lymphoma dogs, 30 males and 25 females, 39 pure
breeds and 16 mixed breeds, mean age were 5,4 years. High malignant grade were 70% of
cases and low malignant grade represented 30%, 32 T cell lymphoma and 23 B cell
lymphoma. The mean cellular proliferation by PCNA antibody were 90,0 £ 3,96 in high
malignant grade lymphomas and 82,0 + 2,60 in low malignant grade concerning all marked
cells (p = <0,483). If consider positive only the highly marked cells, mean were 84,72 + 3,79
in high grade dogs and 64,19 + 3,50 in low grade lymphomas (p = 0,038). The Ki-67 antibody
cellular proliferation was 64,0 + 9,03 within high malignant grade and of 9,50 + 2,49 within
low grade (p = 0,0045). There was no association with mitotic cell rate of both antibodies and
the phenotype.

Key words: Lymphoma. Cellular proliferation. PCNA. Ki-67. Dogs.
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4.3 INTRODUCAO

O linfoma ou linfoma ndao Hodgkin ¢ um neoplasma comum entre os caes.
Sua origem provém das células linfoides, sendo o tumor mais freqiiente que acomete o
sistema hemolinfatico de cdes e o terceiro em ocorréncia nesta espécie. Acredita-se que a
incidéncia da doenga seja de 24 a 33 para cada 100.000 caes (TESKE, 1994a; DHALIWAL,;
KITCHELL; MESSICK, 2003).

Em humanos, o linfoma ndo Hodgkin representa um grupo heterogéneo de
tumores que foram morfologicamente classificados por Rappaport (1966) e Lukes e Colins
(1974). Posteriormente instituiu-se a classificagdo de KIEL (LENNERT, 1978) e o sistema
Working Formulation (ROBB-SMITH, 1982). Em 1990, Lennert e Feller, adaptaram a
classificagdo de KIEL introduzindo uma subdivisdo em linfoma de células T ou de células B.
Harris et. al. (1994) propuseram uma revisdo da classificagdo das neoplasias linféides na
Europa e América, estabelecendo subgrupos e uma subdivisdo dos linfomas de baixo grau e
de alto grau de malignidade, com valor prognostico.

Estes sistemas de classificacdo foram adaptados para a medicina veterinaria.
No entanto, alguns subgrupos do linfoma n3o Hodgkin humano ndo apresentam um
correspondente na medicina veterinaria (TESKE et al., 1994a; DOBSON et al., 2001). Além
destes fatores, até o inicio dos anos 2000 ainda existia grande diversidade nos resultados de
imunomarcagdo decorrente da grande variabilidade de marcadores. Em decorréncia disto, em
meados da década de 90, iniciou-se a determinagdo de indices de proliferacdo celular nos
tumores dos animais, com o intuito de correlacionar a proliferagdo celular com o
comportamento bioldgico, auxiliando na escolha do tratamento e no estabelecimento do
prognéstico (FOURNEL-FLEURY et al., 1997a).

Ha varios métodos descritos para avaliar a proliferagao celular, entre estes
se destaca a avaliagdo por imuno-histoquimica através de marcadores como o PCNA
(antigeno nuclear de proliferagdo celular) e o Ki-67 (PHILLIPS et al., 2000; ZACCHETTI et
al., 2003)

O PCNA ¢ um auxiliar da DNA-polimerase-delta que atua na replicagdo e
também no reparo de moléculas de DNA lesadas através da excisao de nucleotideos,
formando um complexo quaterndrio com a proteina p21, a ciclina D e a CDK (cinina
dependente de ciclina). Nas fases Gl1, G2 e M do ciclo celular, a expressdo imuno-
histoquimica do PCNA ¢ reduzida, contudo aumenta em até sete vezes na fase S

(RABENHORST; BURINI; SCHIMITT, 1993).
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O antigeno Ki-67 ¢ uma nao-histona nuclear que faz parte da estrutura
proteica conhecida como suporte cromossomico (HALL, et al., 1988). Em humanos, sua
expressdo ¢ determinada pelo gene situado no locus 10q 25 e ocorre no final da fase G1, G2 e
M. Considera-se que ha uma relagcdo direta entre a expressdo do antigeno e a fracdo de
crescimento de uma populagdo celular, sendo por isto considerado um excelente marcador
para proliferacao celular com valor prognostico nos linfomas nao-Hodgkin humano e canino
(ESPOSITO et al. 2000; BAUER; ZERVOS; MORTIZ, 2007).

O objetivo deste estudo foi descrever os aspectos epidemiologicos e avaliar
a associacao entre os indices de proliferacao celular pela marca¢do imuno-histoquimica anti-
PCNA e anti-Ki-67 com o grau de malignidade e o fendtipo de linfomas multicéntricos em

caes.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Amostras

Foram selecionados os blocos de parafina do arquivo do laboratorio de
Patologia Animal da Universidade Estadual de Londrina de cdes com diagndstico de linfoma
multicéntrico, atendidos no Hospital Veterinario desta mesma institui¢do, no periodo de
janeiro de 1990 a agosto de 2008. Destes animais, os que obtiveram diagnosticos apenas
citologicos ou que receberam algum protocolo quimioterdpico previamente, incluindo
corticosteroides, foram excluidos da amostra. A defini¢do de linfoma multicéntrico seguiu os
critérios estabelecidos por Jacobs (2002) (Figura 1) e o estadiamento clinico foi realizado de
acordo com o proposto pela OMS (OWEN, 1980) (Figura 2).

Os dados referentes ao género, idade e raga foram colhidos

retrospectivamente a partir dos prontudrios.
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Forma Localizacio
Multicéntrica Linfonodos periféricos e profundos podendo envolver
outros orgaos como figado, baco, rins, pulmdes, olhos, trato
digestivo e medula Ossea.
Alimentar Trato digestivo e linfonodos regionais. Pode infiltrar em
(Digestiva) orgaos abdominais.
Mediastinica Timo e linfonodos regionais.
(Timica)
Cutanea Envolvimento da pele em forma de nodulos inicos ou
multiplos, acompanhados ou ndo de envolvimento sistémico
Extra-nodal Envolve qualquer outro érgao isoladamente.

Figura 1 — Quadro de classificagdo anatémica para linfoma em cdes (JACOBS;

MESSICK; VALLI, 2002)
Estagio clinico
I Envolvimento de apenas um linfonodo.
I Envolvimento de varios linfonodos superficiais, com ou sem envolvimento de
tonsilas.
1 Linfoadenomegalia generalizada.
v Envolvimento de figado e/ou bago, com ou sem linfoadenomegalia generalizada.
A% Envolvimento de sangue, medula éssea e/ou outros orgaos.
Subestagio clinico
a Sem sinais clinicos da doenca.
b Com sinais clinicos da doenga

Figura 2 — Quadro demonstrativo do estadiamento clinico do linfoma canino proposto pela
OMS, (OWEN, 1980)

4.4.2 Exame Histopatologico e Classificacdo Morfologica

Foram obtidos cortes histologicos de Sum de espessura dos blocos
previamente selecionados que foram corados pelo método de Hematoxilina e Eosina (HE) e

submetidos a classificagdo morfologica de Kiel (LENNERT; FELLER, 1990) (Figura 3).
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Grau de malignidade Sistema Kiel
Linfocitico
Linfoplasmocitico
Baixo grau Centrocitico/centroblastico

Centrocitico

Centroblastico
Alto grau Imunoblastico
Linfoblastico B
Linfoblastico T

Figura 3 — Quadro de classificagdo histoldgica do linfoma ndo Hodgkin pelos critérios
do sistema Kiel (LENNERT; FELLER, 1990)

4.4.3 Exame Imuno-Histoquimico

Os cortes histologicos foram colocados sobre laminas previamente tratadas
com poli L-lysina (Sigma) sendo posteriormente desparafinizados. Para a recuperagdo
antigénica, os cortes foram incubados em solugdo de EDTA Tween 20, pH 9.0 e submetidos a
fervura durante 10 minutos, em microondas com temperatura maxima, por duas vezes. Para o
bloqueio da peroxidase enddgena utilizou-se solugdo de 4lcool metilico e peroxido de
hidrogénio 20 volumes (1:2).

Para determinagdo do fenétipo utilizou-se para linfocitos T, anticorpo
policlonal anti-CD3 pronto para o uso (DAKO Corp., N1580) por 1 hora de incubagdo a 4° C,
e para marcacao de linfocitos B, anticorpo monoclonal anti-CD79a (DAKO ) na dilui¢do de
1:50 por 18 horas a 4°C. Para determinacao do indice de proliferacdo celular utilizou-se o
anticorpo monoclonal anti Ki-67 (Zymed 7B11), na concentra¢do de 1:50 por 18 horas a 4°C,
e o anticorpo monoclonal anti PCNA (Zymed PC10), na concentracdo de 1:200 por 1 hora a
4°C.

Os cortes foram submetidos ao método do polimero (Envision System,
Dako Corp., N1491). A atividade da peroxidase foi detectada com uma solugdo de
3,3’diaminobenzidina. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris. Para
todas as reacdes foram utilizados cortes controle positivos de linfonodos humanos e caninos
(anticorpos anti-CD3 e anti-CD79a), carcinoma mamario humano e canino (anticorpos anti
PCNA e anti Ki-67). Para os controles negativos substituiu-se o anticorpo primario por

solucao de albumina bovina.
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Para andlise de proliferagdo celular, foi realizada a contagem de 500 células
com objetiva de 40x, em campos aleatérios. Os campos foram divididos em quatro quadrantes
iguais, sendo contadas apenas as células pertencentes ao primeiro quadrante. O indice de
proliferacao celular foi expresso em médias para cada anticorpo. Para o anticorpo anti-PCNA
foram estabelecidas duas médias, a primeira considerando todas as células marcadas e a

segunda apenas as células fortemente marcadas.

4.4.4 Anélise Estatistica

A associacdo entre a proliferagdo celular, a classificagdo morfoldgica e o
fenotipo foi analisada por meio do software SigmaStat. Primeiramente determinou-se pelo
teste de normalidade se os valores encontrados eram paramétricos. Para valores paramétricos
foi utilizado o teste T (Student) e para valores ndo paramétricos o teste de Mann Whitney,

considerando um grau de significancia de 5% (p<0,05).

4.5 RESULTADOS

Foram selecionados 55 cdes com linfoma multicéntrico. Destes, 55%
(30/55) eram machos e 45% (25/55) fémeas, sendo 70% (39/55) de raga definida e 30%
(16/55) sem defini¢ao de raga (SRD). A mediana da idade foi igual a 5,4 anos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Distribui¢do do género e das ragas de 55 cdes com linfoma multicéntrico de uma
populacdo hospitalar, de acordo com a média, mediana e amplitude das idades,

Londrina — PR, 2008.

(n) Média Mediana Intervalo de
Idade Idade Idade
Género 55
Macho 30 6.10 5.50 1.00 —13.00
Fémea 25 5.20 4,00 2.00-12.,00
Raca definida 39 5,18 5,00 1,00 — 12,00
Rottweiler 07 4,86 4,00 2,00 -9,00
Boxer 06 5.83 6.00 1,00 — 12,00
Pastor Alemao 05 4,00 3.00 2,00 - 8,00
Doberman 04 7,50 7.50 3,00 - 12,00
Cocker Spaniel 03 8,00 7,00 7,00 — 10,00
Dogue Alemio 03 3,33 2,00 2,00 -6,00
Fila Brasileiro 03 5,00 5.00 5.00-5.00
Labrador 02 3,50 3.50 3.00-4.,00
Pit Bull 02 5,50 5,50 3.00—8.00
Collie 01 4,00 4,00
Husky Siberiano 01 4,00 4,00
Pinscher 01 6,00 6.00
Teckel 01 3,00 3.00
Sem raca definida - SRD 16 6.94 6,00 2,00 -13,00
Total 55 5,69 5,00 1,00 — 13,00

Quando realizada a classificacdo morfologica verificou-se que 70% (39/55)

dos casos correspondiam a linfomas de alto grau de malignidade (Figura 4) e 30% (16/55) a

linfomas de baixo grau (Figura 5). A distribui¢do dos subtipos morfologicos estd disposta na

tabela 2. O padrao arquitetural difuso foi observado em todas as amostras.

Ao avaliar a imunofenotipagem destes linfomas,

verificamos uma

freqiiéncia de 58% (32/55) de linfoma de células T e 42% (23/55) de linfoma de células B,

nao sendo observada nenhuma marcagao positiva para ambos os anticorpos (Figuras 6 e 7).
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Tabela 2 — Distribui¢do dos subtipos morfologicos de alto e baixo grau de malignidade, de
acordo com o sistema Kiel e seus respectivos fendtipos, em um grupo de 55 caes
com linfoma multicéntrico atendidos no Hospital Veterinario da Universidade

Estadual de Londrina, Londrina — PR, 2008.

(n) Fenotipo B Fenotipo T
Baixo grau de malignidade 16 08 08
Linfocitico 10 02 08
Centrocitico 04 04 00
Centrocitico/centroblastico 02 02 00
Alto grau de malignidade 39 15 24
Imunoblastico 28 08 20
Linfoblastico 07 03 04
Centroblastico 04 04 00
Total 55 23 32

Em relagdo a proliferacdo celular, constatou-se que a média de células

marcadas pelo anticorpo PCNA nos linfomas de alto grau foi de 90,0 + 3,96 e nos de baixo grau

(Figura 8) de 82,0 = 2,60 (p = 0,483). No entanto, ao estabelecer uma média de células fortemente

marcadas pelo anticorpo PCNA, linfomas de alto grau apresentaram média de 84,72 + 3,79 e os

de baixo grau de malignidade 64,19 + 3,50 (p = 0,038) (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuigdo dos valores da média e desvio padrdo de marcagdo celular para o
anticorpo PCNA, e associagdo com o grau de malignidade e imunofendtipo de
55 linfomas multicéntricos de 55 caes atendidos no Hospital Veterinario da
Universidade Estadual de Londrina, Londrina — PR, 2008.

(n) | Média de todas as Média das células
células marcadas fortemente marcadas
(PCNA) (PCNA)
Baixo grau de malignidade 16 82,00 = 2,60 64,19 = 3,50
Linfocitico 10 82.00+£292 63.00+2.23
Centrocitico 04 81,75+ 2.28 61.50=1.50
Centrocitico/centroblastico | 02 82.00 £ 3.00 67,00 4,19
Alto grau de malignidade 39 90,00 = 3,96 84,72 £ 3,79
Imunoblastico 28 90.21 +£4.07 85,20+ 3.10
Linfoblastico 07 90.14 £ 3.14 84,10+ 345
Centroblastico 04 88.25+4.02 8417 +3.32
Valores de “p” —teste T p=0.289 p=0,012
Linfoma de células B 23 88.00 £ 6.15° 84,54 +2.68°
Linfoma de células T 32 87.48 4,237 82,60 +3,97°

a:p=0476:b: p=0379
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Nos mesmos grupos foram determinados os indices de proliferacao celular
com o anticorpo Ki-67 (Figura 9), obtendo-se valores ndo paramétricos através do calculo de

normalidade Os resultados estdo expostos na tabela 4.

Tabela4 —  Distribuigdo dos valores das medianas de marcagdo celular para o
anticorpo  Ki-67 ¢ associagdo com o grau de malignidade e
imunofendtipo, de 55 linfomas multicéntricos de 55 caes atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina, Londrina

— PR, 2008.
(n) Mediana das células marcadas
Baixo grau de malignidade 16 9.50 = 2.49"
Linfocitico 10 8.50+£2.73
Centrocitico 04 10.50£1.48
Centrocitico/centroblastico 02 9.00+2.00
Alto grau de malignidade 39 64.00 =9.03"
Imunoblastico 28 63.50 £8.52
Linfoblastico 07 65.00+ 8.47
Centroblastico 04 59.00 £ 12.54
Valores de p — Teste Mann Whitney p=0.0045"
Linfoma de células B 23 57.00£27.78°
Linfoma de células T 32 58.50 + 24.30°
Valor de p — Teste Mann Whitney p»=0.682

P o A

Figura 4 — Fotomicrografia de linfonodo canino. Observar o padrio difuso de células
neoplasicas redondas com nucléolo TtUnico e central. Linfoma
imunoblastico (alto grau de malignidade), sistema Kiel. HE 40X.
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Figura 5 — Fotomicrografia de linfonodo canino. Observar o padrdo difuso

de células neoplésicas redondas com reentrancia nuclear (setas
brancas) e com nucléolos evidentes (algumas com nucléolos na
periferia — centroblastos — setas vermelhas). Linfoma
centrocitico com componente centroblastico (baixo grau de
malignidade) — sistema Kiel. HE 40X.

Figura 6 —

Fotomicrografia de linfoma canino multicéntrico de células T.
Positividade para anticorpo primario anti-CD3  (setas).
Imunoperoxidase, Envision, DAB, contracorado com Hematoxilina
de Harris. 40X



Figura 7 — Fotomicrografia de linfoma canino multicéntrico de células B. Positividade
para anticorpo primario anti-CD79a (setas). Imunoperoxidase, Envision,
DAB, contracorado com Hematoxilina de Harris. 40X

Figura 8 — Linfoma canino multicéntrico de alto grau de malignidade (sistema Kiel).
Positividade para anticorpo anti-PCNA. Imunoperoxidase, Envision, DAB,
contracorado com Hematoxilina de Harris. Setas pretas apresentam células
fracamente marcadas e setas brancas células fortemente marcadas pelo
anitcorpo anti-PCNA 40X.
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Figura9 — Linfoma canino multicéntrico de baixo grau de malignidade (sistema
Kiel). Positividade para anticorpo anti-Ki67 (setas). Imunoperoxidase,
Envision, DAB, contracorado com hematoxilina de Harris. 40X

4.6 DISCUSSAO

A influéncia do género na ocorréncia de linfoma em cdes ¢ controversa.
Neste estudo observou-se uma maior freqiiéncia em machos, de modo semelhante ao relatado
por outros autores quando consideradas todas as apresentagdes anatomicas do linfoma
(RALLIS et al., 1992; SEQUEIRA; FRANCO, 1992; SEQUEIRA et al., 1999, MORENO;
BRACARENSE, 2007a). No entanto, ndo had nenhuma comprovagdo de que o género
influencie no estabelecimento do linfoma em caes (MOULTON; HARVEY, 1990). Quanto a
classificagdo morfologica, o predominio de padrdo difuso em relagdo ao folicular ao se avaliar
a arquitetura do tecido, ¢ a mesma relatada por Teske (1994b) e Fournell-Fleury et al.
(1997a). Acredita-se que isto ocorra em decorréncia de uma maior agressividade do linfoma
canino, comparado com o linfoma ndo-Hodgkin humano, e pelo fato de normalmente haver
uma demora maior do proprietdrio em buscar auxilio veterinario (ARESPACOCHAGA;
SCHWENDENWEIN; WEISSENBOCK, 2007). Desta forma, o padrdo difuso do linfoma em
caes nao tem qualquer correlagdo com o prognoéstico, ao contrario do que pode ser observado

no homem onde a presenca de padrao difuso caracteriza pior progndstico (GREENLEE et al.,
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1990; TESKE, 1994a; FOURNEL-FLEURY et al., 1997a; KIUPEL; TESKE; BOSTOCK,
1999).

Em relagdo a classificacao de Kiel verificou-se que os linfomas de alto grau
eram significativamente mais freqiientes, de modo similar ao relatado na literatura nacional
(SUZANO et al., 2008) e internacional (PARODI; DARGENT; CRESPEAU, 1988; TESKE,
1994a; FOURNEL-FLEURY et al., 1997a). Considerando-se estes dados pode-se formular a
hipotese de que o linfoma canino ¢ mais agressivo do que o humano (TESKE et al., 1993;
TESKE, 1994b; TESKE; VAN HEERDE, 1996; FOURNEL-FLEURY et al., 2002). Em
humanos, tem-se demonstrado a associa¢ao

entre o grau de malignidade, fatores geograficos e fatores de risco para o
desenvolvimento do linfoma (FISHER; FISCHER, 2004), como por exemplo no linfoma
centrocitico de células B que estd associado ao virus Epstein-Barr que ¢ o agente causador do
linfoma tipo Burkit na Africa (GROVES et al., 2000).

Na medicina a classificacdo morfoldgica dos subtipos de linfoma tem
grande influéncia no progndstico, determinacao do tempo de sobrevida e escolha do protocolo
quimioterdpico adequado (FOURNEL-FLEURY et al, 2002; ARESPACOCHAGA;
SCHWENDENWEIN; WEISSENBOCK, 2007). Ponce et al. (2004) ao classificarem pelo
sistema Kiel os subtipos do linfoma em cées, constataram que os animais com linfoma de alto
grau apresentaram resposta menos efetiva no tempo da primeira remissdo e no tempo de
sobrevida, do que caes com linfoma de baixo grau de malignidade.

Em relagdo a imunofenotipagem, grandes avancos tem sido obtidos para
desenvolver anticorpos capazes de marcar células de tecido congelado ou fixado em parafina
(MILNER et al.; 1996; SUZANO, 2004). Isto tem contribuido para melhor compreensdo do
comportamento bioloégico do linfoma, sendo que o fendtipo T ¢ considerado o de pior
prognostico (TESKE et al., TESKE; VAN HEERDE, 1996; BOYCE; KITCHELL, 2000;
JAGIELSKI et al. 2002; CHUN; GARRET; VAIL, 2008). Assim como caracteristicas
regionais estdo envolvidas no aparecimento de determinados subtipos morfolégicos do
linfoma humano, fatores ambientais também podem estar envolvidos no fenétipo do tumor,
como pode ser observado no Japao e leste da China, em que pessoas infectadas com o HTLV-
1 (virus linfotrépico humano T, tipo I), tem maior incidéncia de linfoma ndo Hodgkin do tipo
T (PROIETII et al., 2005).

Em varios trabalhos relacionados a imunofenotipagem do linfoma em caes
constatam-se diferengas significativas na apresentacdo do fendtipo predominante. Na Europa

e América os linfomas de células B sdo mais os mais freqiientes tanto em cdes como em
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humanos (FISHER et al., 1995; TESKE; VAN HEERDE (1996); DOBSON et al., 2001,
FOURNEL-FLEURY et al., 2002). Neste estudo, no entanto, constatamos que os linfomas de
células T apresentaram maior ocorréncia, de modo similar ao descrito na literatura nacional
(De MOURA, 2000; MORENO; BRACARENSE, 2007b). Em outros estudos, a freqiiéncia
entre os imunofendtipos foi igual (SUZANO et al., 2008) ou superior para os linfomas de
células B (SUEIRO, 2004)..

O PCNA ¢ considerado um marcador de proliferacdo celular com algumas
importantes limitagdes, como a longa meia vida de 20 horas (MIGUEL, 1995). Este fator
pode superestimar o indice de proliferagdo celular de um tecido e ndo fornecer um resultado
acurado. A marcagdo de células pelo anticorpo anti-PCNA, gera um padrao de coloragao que
pode variar do mais intenso ao fracamente marcado (LOHR et al. 1997). Ao avaliarmos os
tecidos de linfoma canino marcados com PCNA, estabelecemos dois padrdes de contagem
para estas células, com intuito de minimizar estas falhas e encontrar resultados confiaveis.
Desta forma, quando determinamos o indice de proliferacao celular contando todas as células
marcadas, encontramos valores que ndo apresentaram significancia estatistica entre linfomas
de alto e baixo grau de malignidade. No entanto, ao estabelecermos como positivas apenas as
células intensamente marcadas, observamos que os linfomas de alto grau apresentam um
indice de proliferagdo celular significativamente mais elevado.

Devido a meia vida longa do PCNA, o nucleo pode permanecer positivo,
com menor intensidade na marcac¢do, mesmo apos a divisdo celular ter cessado (VAIL et al.
1996). Desta forma, estas células ndo devem ser consideradas ao se estabelecer o indice de
proliferacdao, com intuito de evitar falsos positivos (KIUPEL; BOSTOCK; BERGMANN,
1998).

A associacdo entre o indice de proliferacdo celular marcado pelo PCNA e o
tempo de sobrevida ¢ bem conhecida em humanos com linfoma. A marcagao auxilia ainda na
diferenciagdo entre as hiperplasias linféides e os linfomas de baixo grau (TIPOE; JIN;
WHITE, 1996). Em caes, no entanto, ha poucas informacdes sobre esta associagdo. Phillips et
al. (2000) relataram que, em cdes, o indice de marcagdo pelo PCNA estava diretamente
relacionado ao tempo da primeira remissdo e ao intervalo livre da doenga, porém sem
associacao com o grau de malignidade.

Neste estudo a associagdo significativa entre proliferacdo celular elevada e
linfomas de alto grau foi observada quando da utilizacdo do anticorpo ki-67. Outros autores
também constataram esta associac¢do tanto em humanos como em cades (FORNEL-FLEURY et

al., 1997a; PHILLIPS et al., 2000; WANG et al., 2005; SUZANO et al., 2008). O Ki-67 ¢
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considerado um excelente marcador para proliferacao celular, superior ao PCNA. No entanto,
algumas consideragdes devem ser feitas quando da sua utilizagdo para evitar falhas na
interpretacdo como indicador prognostico (FOURNEL-FLEURY, et al.,, 1997b). O
suprimento nutricional para a célula neoplasica pode influenciar a expressao do Ki-67, o que
faz com que uma amostra obtida do centro do neoplasma apresente um valor inferior ao real
fator de crescimento tumoral (GERDES; BECKER; KEY, 1992). Outro fator que interfere
diretamente na marcacdo imuno-histoquimica ¢ o tempo de permanéncia na solucdo de
formalina. Quanto menor o tempo, maior a confiabilidade nos valores obtidos para definir o
indice de proliferagdo celular. (ZACCHETTI, et al., 2003).

Fournell-Fleury et al. (1997b) avaliaram 92 caes com linfoma e observaram
indices de proliferacao celular com Ki-67 nos animais com baixo grau de malignidade, entre 3
e 16%, e nos de alto grau indices entre 39 a 60%. Diante destes valores, estes autores
estabeleceram um limite de 21% como o limiar entre os tumores de baixo e alto grau de
malignidade.

Em nosso trabalho, nenhum animal com baixo grau de malignidade
apresentou valor superior a 21%, oscilando entre 4 ¢ 13%. Do mesmo modo, todos os caes
classificados como portadores de linfoma de alto grau, apresentaram valores superiores a
21%, ficando bem acima do valor limitrofe entre as duas classificacdes (46 — 79%).

Em relagdo ao fenotipo, ndo foi detectada associagdo entre esta variavel e os
indices de proliferagdo detectados por PCNA ou Ki-67, assim como relatado por outros
autores, sugerindo que o tipo celular T ou B ndo tem influéncia nos indices de proliferagao
(FOURNEL-FLEURY et al. 1997b; SUZANO et al. 2008). A importancia de estudos com
marcadores de proliferacdo estd relacionada a melhor compreensdo do comportamento
biologico do linfoma em caes (FOURNEL-FLEURY et al., 1997b).

Como o numero de animais em alguns grupos de subtipos morfolégicos do
linfoma foi pequeno, os valores encontrados podem ndo representar um valor exato da
proliferacdo. Além disto, Fournell-Fleury et al. (1997b) descrevem a possibilidade de
discrepancia nos indices de proliferagio de um mesmo subtipo morfoldgico, destacando a
importancia do marcador Ki-67 como auxiliar na determina¢do do grau de malignidade sem
com isto substituir a avaliagdo morfoldgica. Desta forma, o emprego do indice de proliferagao
celular através do anticorpo Ki-67 deve ser considerado em avaliagdes individuais, pois caes e
seres humanos com alto indice de proliferacdo apresentam uma melhor resposta ao tratamento

quimioterapico (FOURNEL-FLEURY et al. 1997b; PHILLIPS et al. 2000).



58

4.7 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo de métodos imuno-histoquimicos para determina¢do de indices
de proliferagdo celular nos linfomas caninos representa uma importante ferramenta na
avalia¢do da resposta a terapia instituida e do tempo de sobrevida ou periodo livre da doenga.
Neste estudo constatamos que tanto o anticorpo PCNA como o Ki-67 apresentaram
associacdo significativa entre o grau de malignidade e a proliferagdo celular, contribuindo

para uma melhor compreensdo do comportamento biologico do linfoma canino.
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O linfoma cutdneo ¢ mais freqiiente em nossa regido comparado a
outras localidades.

Cadelas representam a maioria entre os cdes com linfoma cutaneo,
devendo ser melhor investigada a influéncia de hormoénios sexuais na
ocorréncia de determinadas apresentacdes do linfoma.

Ragas de pequeno porte apresentaram maior frequéncia de linfoma
cutaneo em nossa regido, porém deve-se destacar que sdo ragas mais
populares em nosso meio.

Nao houve diferenca entre a ocorréncia de linfoma cutaneo
epiteliotropico e a de nao epiteliotropicos

Linfoma multicéntrico teve maior ocorréncia em ragas definidas e de
grande porte.

Ha maior ocorréncia de linfoma de alto grau assim como de células T
na apresentagdo multicéntrica em nossa regido.

Presenga de significancia estatistica ao associar o grau de malignidade
com o indice de proliferagdo celular pelo PCNA ao considerar apenas
as cé¢lulas fortemente marcadas como positivas.

Presenca de significancia estatistica ao associar o grau de malignidade
com o indice de proliferagao celular pelo Ki-67.

Auséncia de significancia estatistica ao associar o indice de prolifera¢ao

celular pelo PCNA e Ki-67 com o fenotipo do linfoma multicéntrico.
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