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MORENO, Kleber. Linfoma canino: aspectos epidemioldgicos, clinicos, morfoldgicos e
fenotipico. 2005. 64f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual
de Londrina. Londrina, 2005.

RESUMO

O linfoma ¢ uma neoplasia de origem linféide, sendo o principal tumor hematopoiético no
cdo. Determinadas racas possuem um risco maior para o aparecimento da doenca, que ¢
espontanea, agressiva ¢ de etiologia desconhecida. Varios métodos de classificacdo sao
descritos para o linfoma canino. A classificacdo anatdmica segue os critérios propostos pela
Organizacao Mundial da Satde. Morfologicamente sdo classificados de acordo com sistemas
humanos adaptados para o cdo, sendo o Working Formulation e o Kiel modificado, os mais
empregados. Também podem ser classificados fenotipicamente através da técnica de
imunoistoquimica em linfomas de células B e T. Os objetivos deste trabalho foram descrever
os aspectos epidemiologicos do linfoma canino, assim como determinar a ocorréncia do
linfoma T e seus aspectos epidemioldgicos, clinicos e morfologicos. Foram descritos os dados
epidemioldgicos de 186 caes atendidos no Hospital Veterindrio da universidade Estadual de
Londrina, no periodo de janeiro de 1990 a outubro de 2004. Observou-se uma maior
ocorréncia em machos (58,6%), idade média de 5,9 anos e cdes sem raca definida
apresentaram uma maior ocorréncia, seguido de Pastor Alemao, Rottweiler e Boxer. Quanto a
classificagdo anatomica e estadiamento clinico, a forma multicéntrica (68,8%) e os estadios
I (37,1%) e IV (43,5%), foram os mais freqiientes respectivamente. Foram avaliados 71 caes
com linfoma, dos quais 38 foram classificados imunoistoquimicamente como de células T. Os
resultados obtidos na classificagdo histologica pela Working Formulation e pelo sistema Kiel
modificado demonstraram que o grau intermedidrio de malignidade foi o de maior ocorréncia
(18/38), seguido pelo alto grau de malignidade (15/38) e baixo grau (5/38) de malignidade.
Em todos os animais avaliados observou-se o padrio arquitetural difuso. Verificou-se que
caes com raga definida apresentaram uma maior ocorréncia de linfoma de células T (24/38),
sendo as racas Boxer, Cocker Spaniel Inglés e Rottweiler as mais afetadas. Observou-se
também uma maior ocorréncia em machos (21/38), tendo os animais idade entre 1 — 13 anos,
com uma mediana de 5,8 anos Quanto a classificacdo anatomica a forma multicéntrica foi a
de maior ocorréncia (29/38) e os estadios clinicos IV (15/38) e III (14/38) os mais freqiientes.

Palavras—chave: Linfoma. Caes. Epidemiologia. Morfologia. Imunoistoquimica.
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LINFOMA CANINO: REVISAO

RESUMO

O linfoma ¢ uma neoplasia de origem linféide, sendo o principal tumor
hematopoiético no cdo. Determinadas ragas possuem um risco maior para o aparecimento da
doenca, que ¢ espontdnea, agressiva e de etiologia desconhecida. Varios critérios sdo
utilizados para classificar o linfoma canino. Os critérios anatomicos, estabelecidos pela.
Organizacdo Mundial da Satde (OMS), classifica os linfomas em multicéntrico, alimentar,
cutaneo, mediastinico ou extranodal. O critério histologico baseia-se na morfologia celular e
padrdes teciduais, determinados por sistemas de classificagdo humana e adaptados para a
doenga canina. A imunofenotipagem classifica o linfoma como de células B ou T. O
diagnostico ¢ realizado por exames citologicos e/ou histopatolégicos e o tratamento baseia-se
na utilizagdo de antineoplasicos. Este artigo revisa as apresentacdes clinicas e mostra a
importancia de se realizar a classificagdo histologica e imunologica, para a determinacdo do

prognostico e auxilio na terapia.

Unitermos: Linfoma, linfossarcoma, cdes, canino.
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CANINE LYMPHOMA: A REVIEW

ABSTRACT

Lymphoma is the most common hemolymphatic malignancy of dogs. Increased
relative risks have been reported for some breeds. For the classification of lymphoma,
anatomical, histopathological and immunophenothipic criteria are utilized. The anatomical
criterium proposed by the World Health Organization (WHO) classifies the canine lymphoma
in multicentric, alimentary, cutaneous, mediastinic or extranodal forms. Different human
histopathological classifications have been adapted to the neoplasm in the dog.
Immunophenotyping classifies the lymphoma in T or B cell types. Performing either a
cytological or histopathologic evaluation can make diagnosis. Treatment is based on the use
of antineoplastic drugs. In this article, the literature of canine lymphoma is reviewed with

emphasis on its clinical signs, classification and biological behavior.

Keywords: Lymphoma, lymphossarcoma, dogs, canine.
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INTRODUCAO

O linfoma ou linfossarcoma ¢ uma neoplasia que se origina do tecido linféide, sendo o
principal tumor hematopoiético no cdo (MILNER et al., 1996). Em caes, possui caracteristicas
similares ao linfoma do tipo ndo-Hodgkin humano. Estudos epidemioldgicos realizados em
outros paises, estimam incidéncia anual de aproximadamente 33 casos para cada 100.000 caes
(FOURNELL-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 predilecao relacionada ao
sexo (MILNER et. al., 1996; TESKE, 1994). O risco relativo para o aparecimento do linfoma
¢ maior nas seguintes racas: Scottish Terrier; Basset Hound; Airedale Terrier; Bulldog; Boxer;
Golden Retrievier ¢ Pastor Alemao (RALLIS et. al.,1992; FAN & KITCHELL, 2002;
MELLANBY, HERRTAGE & DOBSON, 2002) Teckel ¢ Lulu da Pomerania tém menor
risco de desenvolver a doenga (CROW, 1982). Predisposicdo genética foi relatada em Bull
Mastiff, em um grupo de Otterhounds e em uma familia de Rottweilers (MacEWEN &
YOUNG, 1996).

O linfoma canino tem aparecimento espontaneo, representando 8,5 a 9% de todos os
tumores caninos (DOBSON et al., 2001), tendo menor ocorréncia apenas do que as neoplasias
mamarias e cutdneas (FOURNELL-FLEURY et al., 1997a). Caracteriza-se por elevada
agressividade e, ao contrario do que ocorre em gatos, a relagdo com agentes virais nao foi
definitivamente demonstrada, apesar de relatos anteriores sobre a associacao de retrovirus nas
células tumorais (FOURNELL-FLEURY et al., 1997b).

Fatores ambientais tém sido investigados na tentativa de determinar a etiologia do
linfoma, principalmente quando da exposicdo ao herbicida 2,4 acido fenoxiacético, que em
pessoas e animais aumentam as chances de aparecimento do linfoma (FOURNELL-FLEURY

e. al., 2002).
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CLASSIFICACAO

Classificacdo Anatdmica

Embora a classificagdo anatomica proposta pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) seja considerada incompleta (Fig. 1), ainda ¢é aceita e muito utilizada (MILNER et al.,
1996; MELLANBY, HERRTAGE & DOBSON, 2002). Esta classificagdo também contempla
o estadiamento clinico do linfoma, determinando a infiltragdo do tumor em outros 6rgaos e a
presenga ou auséncia de sinais clinicos (Fig 2). A maioria dos animais apresenta-se com grau
IIT ou IV da doenga quando da avaliacdo clinica. Isto ocorre devido a demora no
encaminhamento do animal ao clinico veterinario, culminando com a progressdo da doenga
(CROW, 1982; TESKE et al., 1994; MILNER et. al., 1996, De MOURA et al,. 2003).

A forma clinica mais comum ¢ a multicéntrica, que representa 84% dos casos
(RALLIS et al., 1992; FAN & KITCHEL, 2002). Caracteriza-se pelo aumento generalizado
dos linfonodos superficiais, de consisténcia firme e indolores, podendo haver infiltracdo das
células neoplasicas no figado, baco, medula 6ssea e tonsilas (FAN & KITCHEL, 2002) (Fig
3). A maioria dos animais sdo assintomaticos no momento da apresentagdo clinica, porém
quando sintomaticos havera histérico de perda de peso, letargia, anorexia e episddios de febre
(CROW, 1982; MacEWEN & YOUNG, 1996; FAN & KITCHELL, 2002). Em estagios
avancados da doenca pode-se observar hepatoesplenomegalia e em 27-34% dos casos
infiltracdo pulmonar (MacEWEN & YOUNG, 1996).

O linfoma alimentar representa 5 a 7% dos casos, localizando-se principalmente no
estomago e intestino delgado (FRENCH, SEITZ & VALLI, 1996; MacEWEN & YOUNG,
1996; FAN & KUTCHELL, 2002) (Fig. 4). Similarmente ao que ocorre em seres humanos,
esta apresentacdo ¢ mais observada em animais do sexo masculino (MacEWEN & YOUNG,

1996). Caes com linfoma alimentar podem apresentar sinais gastroentéricos como anorexia,
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vomito, diarréia, melena e perda de peso secundaria a sindrome da ma-absor¢ao/ma-digestao
(MacEWEN & YOUNG, 1996; FAN & KUTCHELL, 2002). A ocorréncia de enterite
linfocitaria-plasmocitaria ¢ um fator de predisposi¢do para o linfoma alimentar em caes da
raca Basenji (FRENCH, SEITZ & VALLI, 1996; MacEWEN & YOUNG, 1996).

A forma mediastinica ocorre em aproximadamente 5% dos casos, sendo caracterizada
pelo aumento dos linfonodos mediastinicos e/ou timo (MacEWEN & YOUNG, 1996; FAN &
KUTCHELL, 2002) (Fig 5). Como o timo ¢ o 6rgao linféide responsavel pela maturacao dos
linfocitos T, os linfomas mediastinicos sdo compostos em sua maioria por células T malignas
(FAN & KUTCHELL, 2002). Caes com esta apresentagdo podem apresentar sinais
respiratorios, efusdo pleural, compressdo de lobos pulmonares ou sindrome da veia cava
cranial (FAN & KUTCHELL, 2002;). A hipercalcemia esta presente em 40% dos cdes com
linfoma mediastinico (MacEWEN & YOUNG, 1996; FAN & KUTCHELL, 2002;).

O linfoma cutineo pode ter apresentacdo localizada ou generalizada, sendo
classificado como epiteliotropico (Mycosis fungoides) e ndo epiteliotropico (DeBOER,
TURREL & MOORE, 1990; DAY, 1995; MacEWEN & YOUNG, 1996) (Fig 6). Pode
envolver também a mucosa oral e em casos mais avancados infiltrar linfonodos, figado, bago
e medula 6ssea (MacEWEN & YOUNG, 1996). A forma epiteliotropica ¢ a mais comum,
tendo origem em células T, similarmente ao que ocorre em seres humanos (DeBOER,
TURREL & MOORE, 1990; MacEWEN & YOUNG, 1996). Uma variante da Mycosis
fungoides, caracterizada por envolvimento generalizado da pele com evidéncias de circulagao
de linfocitos T malignos no sangue periférico, ¢ referida em humanos como sindrome de
Sézary sendo relatada também em caes e gatos (THRALL et al., 1984; MacEWEN &

YOUNG, 1996; TESKE & HEERDE, 1996;).
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Outras apresentacdes anatoOmicas do linfoma classificadas como extranodais sdao as
oculares, renal, cardiaca, neuroldgica, dssea e articular, que tém ocorréncia menor que as

anteriormente mencionadas (Fig 7).

Classificacéo Histologica

Diferentes classificagdes histologicas para o linfoma humano tém sido adaptadas para
o linfoma canino (TESKE, 1994; MILNER et al., 1996;). Dois sistemas de classificagdo do
linfoma humano, a Working Formulation (National Cancer Institute) e o sistema Kiel foram
os mais facilmente adaptados e considerados os mais completos quando comparados a outros
sistemas de classificagdo (TESKE et. al., 1994; MILNER, et al. 1996; KIUPEL, TESKE &
BOSTOCK, 1999). A classificagao histolégica da OMS abrange os seguintes subtipos: pouco
diferenciado; linfoblastico; linfocitico e prolinfocitico; e histiocitico, histioblastico e
histiolinfocitico. Entretanto, esta classificacdo ¢ pouco utilizada por apresentar baixo valor
prognostico (RALLIS et. al., 1992).

A Working Formulation classifica o tumor com base no padrdo tecidual (difuso ou
folicular) e no tipo celular (pequena e clivada; grande; e imunoblastica)">. J4 o sistema Kiel
modificado avalia a morfologia celular (centroblastico, centrocitico e imunoblastico) e a
imunofenotipagem (células B ou T). Ambos os sistemas classificam se o tumor ¢ de baixa ou
alta malignidade, sendo que a Working Formulation acrescenta um grau intermediario de
malignidade (MacEWEN & YOUNG, 1996).

Os sistemas de classificagdo auxiliam na determinagao do progndstico dos linfomas. A
classificacdo da Working Formulation tem maior correlagdo na determinagdo do tempo de
sobrevida do animal (KIUPEL, TESKE & BOSTOCK, 1999). O padrio de arquitetura
folicular em caes ndo estd correlacionado com prognostico, sendo encontrado na minoria dos

casos. Em seres humanos, ao contrario, aproximadamente 30% dos linfomas nao-Hodgkins
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sao foliculares determinando um prognostico favoravel (TESKE, 1994). Na maioria dos
estudos, demonstrou-se que linfomas de alto grau de malignidade apresentam com maior
freqliéncia, 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 (MacEWEN & YOUNG, 1996).

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

sobrevida (KIUPEL, TESKE & BOSTOCK, 1999).

Classificacdo Imunologica

A imunofenotipagem passou a ter importancia prognostica, nos cdes com linfoma,
quando se verificou que o linfoma de células T tinha prognostico pior para o tempo de vida e
o periodo livre da doenga do que o linfoma de células B (GREENLEE, et al. 1990; KIUPEL,
TESKE & BOSTOCK, 1999).

A grande dificuldade para a padronizacdo foi a disponibilidade de marcadores para
células linfoides de caes (FOURNELL-FLEURY, et. al., 2002; RASSNICK, et. al. 2002). No
entanto, nos ultimos anos foi demonstrado que marcadores de células B ¢ T de humanos sao
eficazes também na marcacdo de células B e T de alguns animais, incluindo o cdo (MILNER
et al., 1996; FOURNELL-FLEURY et al., 1997a). Os relatos atuais consideram o anticorpo
monoclonal anti-mbl (CD79a) como um marcador pan-B, e o anticorpo policlonal humano
anti-CD3 como efetivo marcador de células T, ambos em se¢des de tecidos fixados em
formalina e incluidos em parafina (MILNER et al., 1996; FOURNELL-FLEURY et al.,
1997b).

Em cdes observa-se maior incidéncia de linfomas com imunofendtipo B

(FOURNELL-FLEURY et al., 1997b), porém TESKE et al. (1994) observaram uma alta
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incidéncia do fendtipo T (37,9%) sem correlacio entre morfologia celular e

imunofenotipagem.

DIAGNOSTICO

O linfoma pode ser diagnosticado por meio de exames citoloégicos ou histopatologicos
(Fig 8). O diagnéstico precoce depende da forma de apresentacdo do linfoma (TESKE, 1994;
MacEWEN & YOUNG, 1996; TESKE & HEERDE, 1996). Sendo assim, a forma
multicéntrica ¢ rapidamente diagnosticada devido a apresentagdo classica de
linfoadenomegalia, bastando ao clinico realizar biopsia aspirativa por agulha fina e/ou biopsia
incisional do(s) linfonodos superficiais aumentados (TESKE, 1994; MacEWEN & YOUNG,
1996; TESKE & HEERDE, 1996). Cabe ainda ao clinico veterinario, realizar outros exames
complementares para investigar outras possiveis causas de linfoadenomegalia (Fig 9). Por
outro lado, o diagnostico das apresentagdes extranodais sdo mais demorados por existirem
outras doencas, causando os mesmos sinais clinicos relativos a cada apresentacao (TESKE,
1994; MacEWEN & YOUNG, 1996; TESKE & HEERDE, 1996).

Apbs a confirmacdo do linfoma, exames complementares sdo necessarios para
averiguar o envolvimento de outros 6rgaos que estejam com suas funcdes alteradas devido a
infiltragdo de células neoplasicas. Recomenda-se realizar os seguintes exames
complementares: hemograma completo com contagem de plaquetas; perfil bioquimico
completo; urindlise; analise da medula o6ssea; radiografias de torax e abdomen; ultra-
sonografia de abdomen e térax; eletrocardiograma e ecocardiograma, pois farmacos como a
doxorrubicina sdo potencialmente cardiotdéxicos (dose cumulativa) (TESKE, 1994;

MacEWEN & YOUNG, 1996; TESKE & HEERDE, 1996).
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Em algumas situacdes poderd ocorrer o surgimento de liquidos cavitarios (efusoes),
que devem ser analisados para adequada classificacdo e/ou diagnoéstico de linfoma pela
detecgdo de células neoplésicas no sedimento destes liquidos (TESKE, 1994; TESKE &

HEERDE, 1996).

TRATAMENTO

Todas as drogas quimioterapicas possuem potencial de desencadear efeitos adversos,
usualmente menos intensos em animais de companhia do que em seres humanos. Por tanto ¢
de fundamental importancia que o clinico veterinario saiba reconhecer estes efeitos, para
poder contornd-los e orientar os proprietarios na identificagdo precoce destes efeitos
(MacEWEN & YOUNG, 1996).

Viarios protocolos quimioterapicos sio indicados na terapia do linfoma canino. Tais
protocolos podem ser formulados com a utilizagdo de um farmaco ou uma combinagdo deles.
Protocolos com combinagdes de farmacos possuem melhores resultados na obtencdo de
remissdo completa da doenga, associado a um maior tempo de vida livre de doenca e uma
melhor qualidade de vida. Quanto maior o nimero de farmacos utilizados, maior sera o custo
e melhor serd a eficdcia no tratamento, porém maiores serdo as possibilidades de efeitos
adversos, ndo devendo ser um desestimulo na utilizagdo do(s) melhor (es) protocolo(s)
(MacEWEN & YOUNG, 1996).

A maioria dos protocolos utiliza diferentes combinagdes com os seguintes farmacos:
Vincristina, Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Prednisona e L-Asparginase. Outros farmacos
como o Clorambucil, Actinomicina D, Citarabina, Metotrexato e Mitoxantrona também sido

relatados em alguns protocolos quimioterapicos para o linfoma canino. Medidas de seguranga



23

para o animal, para o proprietario € para o clinico, devem ser seguidas na manipulagdo e na
administracdo dos quimioterapicos.

A cirurgia como parte da terapia em caes com linfoma é controversa. Na maioria dos
casos, a doenga ¢ multicéntrica ndo havendo indicacdo para cirurgia, mas sim de
quimioterapia. No caso de massa tumoral unica, a cirurgia pode auxiliar a quimioterapia,
porém ndo podera ser a unica forma de tratamento, devendo estar associada a quimioterapia.
O procedimento cirtirgico somente sera obrigatorio, quando houver obliteragao da luz do trato
digestivo na apresentacao do linfoma alimentar (MacEWEN & YOUNG, 1996).

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

YOUNG, 1996).

PROGNOSTICO

O prognostico para o linfoma canino esta relacionado a diversos fatores como:
apresentacdo anatomica, estagio clinico, classificagdo histoldgica e imunofenotipo. A cura da
doenga ¢ obtida na minoria dos casos (< 10%). No entanto, ¢ possivel a obtengdo de qualidade
de vida por periodos longos na maioria dos casos (MacEWEN & YOUNG, 1996).

O sitio anatdomico esta relacionado com pior progndstico quando estiver relacionado
ao linfoma cutaneo primario, alimentar difuso, envolvimento primario do sistema nervoso
central, infiltracdo da medula o6ssea ou circulacio de linfoblastos malignos no sangue
periférico (MacEWEN & YOUNG, 1996).

Caes nos estagios III, IV ou V (OMS — OWEN, 1980) e com sinais clinicos da doenca
tém pior progndstico quando comparados aos animais nos estagios I ou II (OMS — OWEN,

1980) e assintomaticos. O imunofenotipo T determina pior progndstico quando comparado
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com o imunofendtipo B. A sindrome paraneopléasica de hipercalcemia normalmente estd
associada ao imunofendtipo T, contribuindo para um pior prognéstico. Animais que
apresentam alto grau de malignidade, através das classificagdes histologicas do Sistema Kiel e
da Working Formulation, possuem melhor resposta ao tratamento quimioterapico, porém
menor tempo de sobrevida.

Ressalta-se desta forma, a importidncia do estadiamento clinico, da classificacio
histologica e imunofenotipagem para a determinacdo do progndstico e auxilio na escolha do

protocolo quimioterapico (MacEWEN & YOUNG, 1996).

TIPO ANATOMICO

Multicéntrico

Alimentar

Mediastinico

Cutaneo

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

Figura 1 - Classificagdo Anatomica do linfoma canino proposto pela OMS, (OWEN, 1980).

ESTAGIO CLINICO
I Envolvimento de apenas um linfonodo.
II Envolvimento de varios linfonodos superficiais, com ou sem envolvimento de tonsilas.
I Linfoadenomegalia generalizada.
v Envolvimento de figado e/ou baco, com ou sem linfoadenomegalia generalizada.
A% Envolvimento de sangue, medula 6ssea e/ou outros 6rgaos.
SUBESTAGIO CLINICO
a Sem sinais clinicos da doenga.
b Com sinais clinicos da doenca.

Figura 2 - Estadiamento clinico do linfoma canino proposto pela OMS, (OWEN, 1980).
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(A . 3 (B)
Figura 3 - (A) Cadela, Basset hound, 7 anos de idade, n3o castrada, apresentando
linfoadenomegalia periférica generalizada, decorrente da apresentagdo multicéntrica do
linfoma canino. (B) Cadela, Bull mastiff. 3 anos de idade, ndo castrada, apresentando
aumento de tonsilas, decorrente da apresentacdo multicéntrica do linfoma canino.

Fig. 4 Fig. 5
Figura 4 - Linfoma alimentar. Estomago de um cdo da raga Pastor Alemao de 03 anos e 06
meses de idade, com intenso espessamento da mucosa, ulceragdes e areas de hiperemia
(setas), decorrente da infiltracdo de células linféides neoplasicas.

Figura 5 - Linfoma mediastinico em um cdo da raga Pastor Alemao de 06 anos de idade, que
apresentava efusdo pleural e aumento de linfonodos mediastinicos (seta).

Fig. 6
Figura 6 - Linfoma cutineo em um cdo da raga Teckel de 05 anos de idade, com apresentacdo
de pequenos nddulos peri-labiais.
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7 (A) B 7 (B)

Figura 7 - Linfoma extranodal: (A) Presenca de tecido neoplasico linféide em atrio esquerdo,
envolvendo a regido da valvula mitral, em um cdo da raga Dogue Alemdo de 06 anos de
idade, que apresentava efusdo pericardica e dispnéia expiratéria. (B) Boxer de 03 anos de
idade com quemose (seta preta), neovascularizacdo e edema de cornea (seta branca) e ceratite

ulcerativa, decorrente de linfoma ocular primario

Figura 8 - (A) Fotomicrografia de aspirado por agulha fina de linfonodo de um cdo com
linfoadenomegalia generalizada. Observar a presenga de células linfoides jovens, em grande
quantidade, com nucléolos evidentes e cromatina grumosa. Linfoma. GIEMSA 40X). (B)
Fotomicrografia de corte histologico de um linfonodo de um c@o. Observar o padrao difuso e
compacto das células, com alguns nucléolos evidentes e cromatina grumosa. Linfoma. HE,
40X.

Linfoma (linfossarcoma)

Linfoadenite

Hiperplasia reativa

Metéstases de outros tumores

Lupus eritematoso sist€émico

Complexo pénfigo

Infeccdo localizada ou sistémica, causada por bactérias, virus, fungos, protozoarios ou algas.

Figura 9 - Diagnéstico diferencial de linfoadenomegalia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever os aspectos epidemioldgicos, morfolégicos e fenotipicos do linfoma em

caes atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade Estadual de Londrina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Levantar e descrever os dados de ocorréncia do linfoma em caes atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Estadual de Londrina, no periodo de janeiro de 1990 a outubro
de 2004.

Determinar os aspectos epidemioldgicos relacionados ao género, idade, raga e porte
fisico de caes com linfoma.

Realizar a classificagdo anatomica e determinar o estadiamento clinico da doenca,
seguindo os critérios da Organizacdo Mundial da Satde (OWEN, 1980).

Descrever os aspectos epidemioldgicos, clinicos € morfologicos do linfoma canino de
células T, utilizando os critérios da Organizacdo Mundial de Satde (OWEN, 1980), e os

sistemas de classificagao histologica da Working Formulation e do sistema Kiel modificado.
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ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DO LINFOMA CANINO.

RESUMO

O linfoma canino ¢ a principal neoplasia de origem hemolinfatica. Foram analisados
186 casos de linfoma diagnosticados entre 1990 a 2004. Observou-se que cdes machos
apresentaram uma ocorréncia maior (58,6%) do que em fémeas (41,4%). A idade média dos
animais acometidos foi de 5,9 anos. As maiores ocorréncias do linfoma foram observadas em
caes sem raga definida (40,3 %), Pastor Alemao (8,6%), Rottweiler (8,1%) e Boxer (7,0%).
Quanto a classificacdo anatomica e estadiamento clinico, a maior ocorréncia foi a da forma

multicéntrica (68,8%) e os estadios I1I (37,1%) e IV (43,5%), respectivamente.

PALAVRAS CHAVES: Linfoma canino, epidemiologia, classificacdo anatémica,

estadiamento clinico.
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ABSTRACT

Canine malignant lymphoma (CML) is a common lymphoid tumor. Canine lymphomas from
1990 to 2004 (n=186) were analyzed on epidemiological aspects. The occurrence of CML in
males ( 58,6%) was greater than in females (41,4%). The middle age of affected dogs was 5,9
years. The most common breeds in this study were mixed breed (40,3%), German Sheepdog
(8,6%), Rottweiler (8,1%) and Boxer (7,0%). For the anatomical classification and the clinical
staging of CML, the most common were multicentric form (68,8%) and stage I1I (37,1%) and

IV (43,5%), respectively.

Keywords: canine malignant lymphoma, epidemiological aspects, lymphoma anatomical

classification, lymphoma clinical staging.
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INTRODUCAO

O linfoma ¢ uma neoplasia maligna com origem em tecido linfoéide, sendo o principal
tumor hematopoiético no cdo (MILNER et al. 1996). O linfoma tem aparecimento
espontaneo, representando de 8,5 a 9% de todos os tumores caninos (DOBSON et al., 2001).
Caracteriza-se por elevada agressividade e, ao contrario do que ocorre em humanos, felinos,
bovinos, roedores e aves, a relagdo com agentes virais ndo foi definitivamente demonstrada,
apesar de relatos anteriores sobre a associagdo de retrovirus nas células tumorais
(FOURNELL-FLEURY et al., 1997). Fatores ambientais t€ém sido investigados na tentativa
de determinar a etiologia do linfoma, principalmente quando da exposi¢ao ao herbicida 2,4
acido diclorofenoxiacético (2,4 D). Estudo realizado em caes com linfoma expostos ao 2,4 D,
através da técnica de reagdo em cadeia pela polimerase (PCR), demonstrou mutagdes no
oncogene celular N-ras (FOURNELL-FLEURY et al., 2002).

Estudos epidemioldgicos realizados em outros paises, estimam incidéncia anual de
aproximadamente 33 casos de linfoma para cada 100.000 caes (FOURNELL-FLEURY et al.,
2002) O linfoma afeta cades de todas as idades, predominantemente os de meia idade (6,3 a
7,7 anos), ndo havendo predilecdo relacionada ao sexo (TESKE, 1994; MILNER et al., 1996).
O risco para o aparecimento do linfoma aumenta nas seguintes racas: Scottish Terrier; Basset
Hound; Airedale Terrier; Bulldog; Boxer; Golden Retrievier, Poodle e Pastor Alemao
(RALLIS et al., 1992; DOBSON et al., 2001; MELLANBY, HERRTAGE & DOBSON,
2002). Racas de pequeno porte como Teckel, Lulu da Pomerania e Poodle miniatura tém
menor risco (CROW, 1982). Predisposi¢do genética foi relatada em Bull Mastiff, um grupo de
Otterhounds e uma familia de Rottweilers (MacEWEN & YOUNG, 1996).

O linfoma canino ¢ classificado anatomicamente de acordo com a origem, seguindo a

classificagdo anatomica proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (OWEN, 1980).
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Esta classificacdo contempla as seguintes categorias: multicéntrico, alimentar, mediastinico,
cutaneo e extranodal, sendo a apresentagdo multicéntrica a mais comum, ocorrendo em até
84% dos casos.

Dentro da classificacdo anatomica proposta pela OMS, ha o estadiamento clinico que
compreende a extensdo da doenga em outros 6rgaos, presenca de sindromes paraneoplésicas e
sinais clinicos (THRALL et al., 1984; De BOER, TURREL & MOORE, 1990; DAY, 1995).
Este estadiamento auxilia na determinagdo do progndstico do animal com linfoma, variando o
grau de [ a V. A maioria dos animais apresenta-se com grau III ou IV da doen¢a quando da
avaliagdo clinica (CROW, 1982; TESKE et al., 1994; MILNER et al, 1996).

O conhecimento destes dados torna-se importante para estabelecer diagndstico mais
preciso e precoce, permitindo um tratamento adequado e uma melhora na taxa de sobrevida
dos animais portadores de linfoma. Apesar de numerosos estudos sobre linfoma na literatura
mundial, dados referentes a aspectos epidemioldgicos sdo escassos no Brasil. O objetivo deste
trabalho foi avaliar aspectos epidemioldgicos do linfoma canino na regido de Londrina —

Parana.
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MATERIAL E METODOS
Grupo |

Foi realizado um levantamento de 186 casos de linfoma canino no Laboratério de
Anatomia Patologica do Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina — PR
(HV-UEL), no periodo de janeiro de 1990 a outubro de 2004. Os dados foram obtidos através
dos prontudrios de atendimento clinico e dos laudos de exames citoldgicos, histopatologicos
ou de necropsias, de caes atendidos no HV-UEL e de material enviado por outras institui¢cdes
do Estado, bem como de clinicas particulares da regido Norte do Parana.

Grupo Il

Realizou-se levantamento dos dados de todos os cdes atendidos no HV-UEL (n=8560)
no periodo entre outubro de 2002 a outubro de 2004, para se determinar a distribuicdo das
racas atendidas neste periodo e verificar uma possivel associagdo da raga aos casos de linfoma
(n=61) registrados no mesmo periodo. Em 30 animais foi realizada pun¢do de medula dssea
na crista iliaca ou cartilagem xif6ide para detecc¢do de infiltrado linféide neoplasico.

Para todos os caes foram obtidos dados sobre idade, sexo e raga. Nos cdes com
linfoma foram obtidos dados da anamnese, do exame fisico, porte fisico, classifica¢dao
anatoOmica e estadiamento clinico do tumor. A classificagdo anatomica e o estadiamento
clinicos utilizados seguiram os critérios propostos pela Organizacio Mundial de Saude.
(OWEN, 1980; TESKE, 1994; TESKE & HEERDE, 1996).

Os caes foram classificados pelo porte fisico em pequeno, médio, grande e gigante.
Para os animais SRD, o porte foi estabelecido pelo peso corpdéreo sendo considerados de
pequeno porte caes com peso < a 10kg, porte médio > 10 e < 20kg, grande porte > 20 ¢ <

40kg e caes gigantes com peso > 40kg.
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Analise estatistica
No grupo II foi analisado pelo teste de qui-quadrado a influéncia da raga na ocorréncia

do linfoma. Foi considerado o nivel de significancia de 5% (p< 0,05).

RESULTADOS

A distribuicao racial dos caes do grupo I foi muito heterogénea, sendo que 111
(59,7%) eram de raca definida e 77 (40,3%) SRD. Dentre os animais de raga definida, as racas
que apresentaram maior ocorréncia de linfoma foram Pastor Alemdo, Rottweiler, Boxer e
Cocker Spaniel Inglés (Tab. 1).

Neste grupo, 58,6% (109/186) eram machos e 41,4% (77/186) fémeas. Ao analisar-se
a freqiiéncia de machos e fémeas em relagdo as racas, verificou-se que este percentual sofre
variagoes de acordo com as ragas (Tab. 1).

Tabela 1 - Distribuigdo do género de acordo com a raga, em 186 cdes com linfoma atendidos
no HV-UEL, no periodo de janeiro de 1990 a outubro de 2004.

% da raca no % da raca no
Ragas Total de % de % de grupo [ grupo de racas
animais | fémeas | machos (n=186) definidas
(n=111)
Boxer 13 69,2 30,8 7,0 11,7
Cocker Spaniel Inglés 11 54,5 454 5,9 9.9
Teckel 07 28,6 71,4 3,8 6,3
Doberman 06 40,0 60,0 3,2 5,4
Dogue Alemao 06 40,0 60,0 32 5,4
Fila Brasileiro 10 70,0 30,0 5,4 9,0
Pastor Alemao 16 18,8 81,2 8,6 14,4
Rottweiler 15 46,7 53,3 8,1 13,5
Outras Racas 27 37.0 63.0 14.5 24.3
SRD 75 38,7 61,3 40,3 0,0
186 414 58.6 100.0 100.0
TOTAL

No grupo II ndo houve diferenca significativa na ocorréncia de linfoma nas diferentes

racas (Tab. 2).
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Tabela 2 - Distribui¢do das ragas no total de caes atendidos no HV-UEL de outubro de 2002 a
2004, e ocorréncia de linfoma canino neste periodo.

Racas Numero de cées atendidos NuUmero de cdes com
de acordo com a raca (%) | linfoma de acordo com a
raca (%o)
Boxer 312 (3,6%) 5(8,2)
Cocker 445 (5,2%) 3 (4,9%)
Teckel 340 (4,0%) 1 (1,6%)
Doberman 44 (0,5%) 0 (0.0%)
Dogue Alemao 67 (0,8%) 1 (1,6%)
Fila Brasileiro 262 (3,0%) 2 (3,2%)
Pastor Alemao 468 (5,5%) 7 (11,5%)
Pinscher 706 (8,2%) 2 (3,2%)
Poodle 1064 (12,4%) 1 (1,6%)
Rottweiler 463 (5,4%) 10 (16,4%)
Outras Racas 642 (7,5%) 7 (11,5%)
SRD 3338 (39,0%) 22 (36,1%)
8560 (100.0%0) 61 (100.0%)
TOTAL

No grupo I verificou-se uma maior ocorréncia de linfoma em animais com 02 a 05
anos com 45,1% (84/186), seguido de cdes com idade entre 05 e 10 anos com 42,0% (78/186).
Caes com menos de 02 anos de idade ou acima de 10 anos apresentaram uma ocorréncia de
3,2% (6/186) € 9,7% (18/186), respectivamente.

Quanto ao porte fisico dos animais com raca definida, no grupo I verificou-se uma
maior ocorréncia de linfoma em cées de grande porte (37,9%) e de ragas gigantes (31,5%). No
entanto, em cdes SRD houve uma inversdo destas ocorréncias, observando-se 0s maiores

percentuais em caes de pequeno (44%) e médio (37,3%) porte (Fig 1).

50+ . 44,0%
37’9/0 O Pequeno
407 31,5% B Médio
301 19,8% O Grande
20'/_|_0’80/0 O Gigante
1017
O_
Comracadefinida Sem raca definida

Figura 1 - Relagdo entre a ocorréncia de linfoma (%) em animais com e sem raga definida e o
porte fisico, em caes atendidos no HV-UEL, de janeiro de 1990 a outubro de 2004.
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Em relacdo a classificagdo anatomica, a apresentacdo multicéntrica foi a mais

freqliente manifestando-se em 68,8% dos casos, seguido da apresentacdo cutanea (12,9%),

(Fig 2).

70+
60+
50+
40
30+
20+
10

0

Figura 2 - Relacdo entre a ocorréncia de linfoma (%) e a classificagcdo anatdmica em caes
atendidos no HV-UEL, de janeiro de 1990 a outubro de 2004.

@ Multicéntrica
B Cutanea

O Extranodal
O Alimentar

B Mediastinica

Em relagdo ao estadiamento clinico da neoplasia, o estadio IV foi o mais freqiliente com

43,5% dos casos, seguido do estadio Il com 37,1% (Fig 3).

43,5%

50+ 37,1%
40+
30+
201 6.4% 3 g9 9.1%
" .

O_

| = mil o Y mv

Figura 3 - Relagdo entre a ocorréncia de linfoma (%) e o estadiamento clinico, em caes
atendidos no HV-UEL, de janeiro de 1990 a outubro de 2004.
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Neste trabalho, em 30 animais foram realizadas as pun¢des da medula 6ssea para
analise. Em 45% destes foi detectado a presenga de infiltrado linféide neoplasico,
caracterizando assim o grau V do linfoma. Apenas 03 destes animais possuiam alteragdes
hematologicas, sendo que dois apresentavam anemia normocitica normocromica € apenas um
estava com linfocitose. Desta forma, possivelmente o estadio V esteja sub-representado
devendo-se fazer um estudo prospectivo para se avaliar a real prevaléncia do estadio nos caes

com linfoma.

DISCUSSAO

A influéncia do sexo na ocorréncia do linfoma canino ¢ controversa e varia muito
dependendo do estudo. Neste estudo, a maior ocorréncia apresentou-se em machos com
58,6% dos casos, assemelhando-se com o descrito por Rallis (1992), Sequeira & Franco,
(1992), Sequeira et al., (1999) e De Moura, Sequeira & Bandarra (1999), apesar do numero de
animais avaliados nos estudos citados serem menores do que os deste estudo. No entanto,
Teske (1994) cita uma maior ocorréncia do linfoma em fémeas. Apesar das divergéncias,
acredita-se que ndo ha influéncia do género na ocorréncia do linfoma (MOULTON &
HARVEY, 1990). Todos estes relatos levaram em considera¢do a populacdo total dos caes
com linfoma.

No presente estudo, foi avaliado se o percentual de ocorréncia em machos e fémeas
observado no grupo I era mantido ao consideramos as ragas com maior ocorréncia da doenga.
Pode-se observar que ha uma diversidade muito grande em relagdo a proporgao entre machos
e fémeas em determinadas ragas. Animais SRD, Teckel, Doberman ¢ Pastor Alemao
apresentaram uma ocorréncia maior em machos, com uma variacdo de 70 a 81%. Caes das

racas Boxer e Fila Brasileiro apresentaram uma ocorréncia de 69.2 e 70.0%, respectivamente
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em fémeas. Nas demais ragas, os valores da ocorréncia foram similares aos da populagdo

total.

Na literatura consultada, ndo foi encontrado nenhum indicativo da influéncia do
género em determinada raga, com relagdo a ocorréncia de linfoma. Para se determinar se ha
ou ndo predisposi¢cdo de linfoma relacionado ao género nestas racas, € necessario estabelecer
a populacdo de caes existentes em Londrina e regido, assim como a populacao total de caes
atendidos no HV-UEL nos ultimos 14 anos, verificando-se a distribui¢do do sexo em cada
raca na populagdo geral e na populacdo hospitalar.

Nossos resultados evidenciam a necessidade de estudos epidemioldgicos mais
amplos, que permitam estabelecer se hd ou ndo predisposi¢do sexual em determinadas ragas
de apresentar linfoma. Valli (1993) relata a existéncia de indicios de menor ocorréncia do
linfoma em fémeas e machos castrados.

A predisposicdo racial ja foi descrita em Scottish Terrier; Basset Hound; Airedale
Terrier; Bulldog; Boxer; Golden Retrievier, Poodle e Pastor Alemao (RALLIS et al., 1992;
DOBSON, et al. 2001; MELLANBY, HERRTAGE & DOBSON, 2002), enquanto a
predisposi¢do genética foi descrita em Bull Mastiff e Otterhounds (MacEWEN & YOUNG,
1996).

Neste estudo, podemos observar que caes de raga definida apresentaram uma maior
ocorréncia de linfoma do que cdes SRD. Racgas, como Pastor Alemao, Rottweiler ¢ Boxer
tiveram maior ocorréncia da doenga quando comparados com a populagdo total. No entanto,
ao contrario dos relatos da literatura, a raga que apresentou a segunda maior ocorréncia foi a
Rottweiler, o que pode sugerir que esta raga tenha uma predisposi¢ao para o aparecimento do
linfoma. MacEwen & Young (1996) relatam uma predisposi¢ao genética em uma familia de
Rottweiler, porém com os resultados demonstrados, novos estudo devem ser feitos para se

verificar se outras linhagens de caes Rottweiler tém a mesma predisposi¢do genética.
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Animais da raga Fila Brasileiro apresentaram prevaléncia alta, porém nao ha descrigao
na literatura de que a raca tenha maior predisposi¢do a doenca, uma vez que a raca ¢ pouco
difundida pelo mundo. Outras ragas descritas na literatura com alto risco para o
desenvolvimento do linfoma, ndo sdo comuns em nossa regiao.

No entanto, caes da raga Poodle que apresentam predisposi¢cdo ao linfoma (TESKE,
1994) e que sdo comuns em nosso meio, ndo apresentaram ocorréncia elevada. Considerando
os dois ultimos anos, foi diagnosticado um caso de linfoma em Poodle, o que equivale a 1,6%
dos cdes com linfoma neste periodo. Porém, a populagdo de Poodles no mesmo periodo, foi
de 12,4% dos caes atendidos no HV-UEL. Desta forma, seria esperado uma maior ocorréncia
de linfoma em Poodle. Com isso, podemos inferir que nao ha uma clara predisposi¢dao para
cdes desta raga em nossa regido. Novos estudos devem ser feitos nesta raga, para se
determinar uma real predisposicao para o linfoma.

Para as demais ragas definidas, as ocorréncias observadas em nosso estudo condizem
com a predisposi¢do racial descrita na literatura. Desta forma, podemos inferir que a
predisposi¢do racial descrita, também se aplica em nossos caes, mesmo existindo uma maior
ocorréncia em caes SRD.

Em caes de raga definida a maior ocorréncia foi observada em animais de grande porte
(37,9%), assemelhando-se ao descrito na literatura nacional por Sequeira & Franco, (1992) e
De Moura, Sequeira & Bandarra (1999), assim como a resultados descritos na literatura
internacional (TESKE, 1994; KIUPEL, TESKE & BOSTOCK et al., 1999). Entretanto, em
caes SRD constatou-se maior ocorréncia de linfoma em cdes de pequeno porte. Pode-se
sugerir que o porte do animal ndo influencia alguma sobre a ocorréncia da doenca, tendo
maior importancia a predisposi¢ao racial.

O linfoma canino ¢ observado freqiientemente em animais adultos e idosos, com uma

média de 6,3 a 7,7 anos (RALLIS, 1992; TESKE, 1994). Moulton & Harvey (1990)
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descrevem uma freqiiéncia de 80% dos casos em animais entre 05 e 11 anos. Resultados
similares foram encontrados no Brasil por Sequeira & Franco, (1992) que relataram uma
freqliéncia de 80% dos casos em caes com idade entre 04 e 13 anos.

Neste estudo, a idade média foi de 5,9 anos, similar a descrita por Teske (1994). Ao se
analisar os diferentes grupos de faixas etérias, observa-se a maior ocorréncia nos animais de
02 a 05 anos com 45,1%. Estes resultados assemelham-se aos descritos por De Moura,
Sequeira & Bandarra (1999) na regido de Botucatu — Sao Paulo.

A forma multicéntrica do linfoma, caracterizada por linfoadenomegalia generalizada, ¢
a mais comum em caes. Madwell & Theilen (1987) estudaram 144 casos e verificaram que
84% dos casos eram multicéntricos, 6,9% alimentar, 5,0% mediastinicos, sendo a forma
cutanea e extranodal as de menor freqiiéncia. Estudo realizado por Sequeira et al. (1999) em
Botucatu demonstrou um percentual de 91,2% da forma multicéntrica, 5,9% mediastinica e
2,9% alimentar. Neste estudo, a forma multicéntrica foi a mais comum (68,8%), entretanto
diferiu da literatura quando se analisa o percentual das outras apresentagdes anatomicas.

O linfoma alimentar e mediastinico determinam sinais inespecificos no paciente,
dificultando um correto diagnostico da doenga. Tendo em vista que estas apresentagdes
normalmente possuem um pior prognostico, muitos animais vém a dbito sem o diagndstico
correto. Além deste fator, nem todos os animais que vém a dbito sdo submetidos a necropsia,
podendo determinar uma menor ocorréncia destas apresentagdes anatdmicas do linfoma em
caes.

Outro aspecto a ser considerado, ¢ o fato do linfoma multicéntrico poder infiltrar em
qualquer parte do organismo, mimetizando algumas vezes uma outra forma anatdmica. Além
destes aspectos, considera-se que diferengas ambientais e o tipo de alimento podem interferir

na apresentagdo (VONDERHARR & MORRISON, 1998).
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Neste estudo, a maior ocorréncia foi observada nos estadios IV e III, com 43,6% ¢
37,1% respectivamente. Estes achados concordam com os descritos na literatura, que refere
uma maior facilidade em diagnosticar os estadios avangados j4 que s3o mais facilmente
percebidos pelos proprietarios (GREENLEE et al., 1990; TESKE, 1994). Os estadios III e IV
apresentam resultados similares em muitos estudos. Porém, para avalia¢do do estadio V deve-
se realizar obrigatoriamente a pun¢do de medula 6ssea. Neste caso, muitos trabalhos podem

nao ter uma maior prevaléncia do estadio V, pela auséncia de analise da medula 6ssea.

CONCLUSAO

No levantamento de casos de linfoma canino do HV-UEL, alguns aspectos
epidemioldgicos foram similares aos encontrados em literatura internacional e nacional. No
entanto, pode-se verificar que apesar de ndo haver predisposi¢do quanto ao género no linfoma
canino, em algumas ragas esse fator deve ser melhor avaliado.

A ocorréncia do linfoma canino em animais de raga pura assemelha-se ao descrito na
literatura, com excecdo de cdes das racas Poodle e Rottweiler, que apresentaram menor e
maior ocorréncia respectivamente.

O porte fisico tem importancia distinta entre os caes com raca definida e os SRD, uma
vez que hd uma inversdo na ocorréncia da doenca nestes caes considerando o porte ficico.

A classificacdo anatomica do linfoma canino teve ocorréncia similar a outros estudos,

assim como o estadiamento clinico.
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LINFOMA CANINO DE CELULAS T: ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS,
CLINICOS E MORFOLOGICOS.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia e os aspectos clinicos,
morfoldgicos e imunoistoquimicos de linfomas caninos de células T, utilizando dois sistemas
de classificagao histologicos, a Working Formulation e o sistema Kiel modificado. Foram
avaliados 71 caes com linfoma, dos quais 38 foram classificados imunoistoquimicamente
como de células T. Os resultados obtidos na classificacdo histologica pela Working
Formulation e pelo sistema Kiel modificado demonstraram que o grau intermediario de
malignidade foi o de maior ocorréncia (18/38), seguido pelo alto grau de malignidade (15/38)
e baixo grau (5/38) de malignidade. Em todos os animais avaliados observou-se o padrao
arquitetural difuso. Em cada grau de malignidade houve o predominio de um subtipo celular,
sendo os mais freqlientes o de células pequenas e clivadas/ centrocitico (13/38) e o
imunoblastico (12/38). Verificou-se que cdes com raga definida apresentaram uma maior
ocorréncia de linfoma de células T (24/38), sendo as ragas Boxer, Cocker Spaniel Inglés e
Rottweiler as mais afetadas. Observou-se também uma maior ocorréncia em machos (21/38),
tendo os animais idade entre 1 — 13 anos, com uma mediana de 5,8 anos Quanto a
classificagdo anatomica a forma multicéntrica foi a de maior ocorréncia (29/38) e os estadios
clinicos IV (15/38) e III (14/38) os mais freqiientes.

Palavras-chave: Linfoma células T, cées, epidemiologia, estadiamento clinico, morfologia.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the incidence and clinical, morphological and
immunological aspects of canine T-cell lymphomas. From 71 canine lymphomas, 38 were
classified by immunohistochemistry as T-cell lymphomas. According to the Working
Formulation and Kiel classification, 18 were classified as intermediate-grade, 15 as high-
grade and 5 as low-grade. The pattern of lymphomatous proliferation was diffuse in all 38
animals. Among the intermediate-grade, 13 were small cleaved cells/centrocitic lymphomas
and 12 were immunoblastic lymphomas. T-cell lymphoma was more common in defined
breeds (24/38), such as Boxers, English cockers and Rottweilers. The occurrence of T-cell
lymphoma in males (21/38) was greater than in females and the median age was 5,8 years (1
to 13 years). For the anatomical classification and the clinical staging of T-cell lymphomas,
the most common were multicentric form (29/38) and stage IV (15/38) and III (14/38),

respectively.

Keywords: canine malignant lymphoma, epidemiological aspects, lymphoma anatomical

classification, lymphoma clinical staging.
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INTRODUCAO

O linfoma ¢ a terceira neoplasia de maior ocorréncia no cdo. E uma neoplasia
extremamente agressiva e sua etiologia permanece obscura. Histologicamente possui
caracteristicas similares ao linfoma ndo-Hodgkin humano (FOURNELL-FLEURY, 1997a).

Diferentes classificagdes histologicas para o linfoma humano tém sido adaptadas para
o linfoma canino (TESKE, 1994; MILNER et al, 1996). Dois sistemas de classificagao do
linfoma humano, a Working Formulation (National Cancer Institute) ¢ o sistema Kiel foram
os mais facilmente adaptados e considerados os mais completos quando comparados a outros
sistemas de classificacdo (LENNERT, STEIN & KAISERLING, 1975; TESKE et al., 1994,
MILNER et al., 1996; KIUPEL, TESKE & BOSTOCK, 1999).

A Working Formulation classifica o tumor em difuso ou folicular, com base no padrao
tecidual, e em pequeno, clivado, grande e imunoblastico de acordo com o tipo celular
(LIEBERMAN et al., 1986; MacEWEN &YOUNG, 1996). Ja o sistema Kiel modificado
avalia a morfologia celular (centroblastico, centrocitico e imunoblastico) e a
imunofenotipagem (células B ou T). Ambos os sistemas classificam se a neoplasia ¢ de baixa
ou alta malignidade, sendo que a Working Formulation acrescenta um grau intermediario de
malignidade (LIEBERMAN et al., 1986; MacEWEN &YOUNG, 1996).

Os sistemas de classificagdo auxiliam na determinagao do progndstico dos linfomas. A
classificacdo da Working Formulation tem maior correlagdo na determinagdo do tempo de
sobrevida do animal (KIUPEL, TESKE & BOSTOCK, 1999). O padrdo de arquitetura
folicular em caes ndo estd correlacionado com prognostico, sendo encontrado na minoria dos
casos. Em seres humanos, ao contrario, aproximadamente 30% dos linfomas nao-Hodgkins
sdo foliculares determinando um prognostico favoravel (TESKE, 1994). Na maioria dos
estudos, demonstrou-se que linfomas de alto grau de malignidade apresentam com maior

freqliéncia, remissdo completa em resposta a quimioterapia, quando comparados aos de baixa
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malignidade. No entanto, caes com linfoma de baixo grau de malignidade t€ém maior tempo de
vida sem quimioterapia agressiva (MacEWEN &YOUNG, 1996).

O sistema Kiel modificado auxilia na determinagdo do tempo de reincidéncia nos
animais tratados, acreditando-se que também tenha utilizacdo na estimativa do tempo de
sobrevida (KIUPEL, TESKE & BOSTOCK, 1999). A imunofenotipagem passou a ter
importancia progndstica, nos caes com linfoma, quando se verificou que o linfoma de células
T tinha progndstico pior para o tempo de vida e o periodo livre da doenga do que o linfoma de
células B (GREENLEE et al., 1990; KIUPEL, TESKE & BOSTOCK, 1999).

Em cdes observa-se maior incidéncia de linfomas com imunofendtipo B
(FOURNELL-FLEURY et al., 1997b), porém Teske et al. (1994) observaram uma alta
incidéncia do fendtipo T (37,9%).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia e os aspectos clinicos, morfologicos
e imunoistoquimicos de 38 casos de linfoma T canino, utilizando dois sistemas de

classificacao histologicos, a Working Formulation e o sistema Kiel modificado.

MATERIAL E METODOS
Animais

Dentre 71 casos de linfoma canino encaminhados ao laboratorio de Anatomia
Patologica da Universidade Estadual de Londrina no periodo de janeiro de 1990 a outubro de
2004, todos submetidos a técnica de imunoistoquimica, 38 casos de linfoma de células T
foram avaliados. Todos os animais foram submetidos ao exame clinico, classificagdo
anatomica e estadiamento da neoplasia de acordo com os critérios propostos pela Organizagao
Mundial da Saude (OWEN, 1980; TESKE, 1994). Os dados referentes a idade, género e raga

também foram analisados.



51

O diagnostico foi realizado através de exame citologico de aspirado por agulha fina ou
decalque de linfonodos aumentados ou nédulos cutaneos, sendo que em alguns em pacientes
com efusdes cavitarias, o diagnodstico foi obtido através da analise citoldgica do sedimento do
liquido. De todos os animais foram obtidos fragmentos de linfonodos ou de ndédulos cutdneos

cirurgicamente ou durante a necropsia.

Exame citoldgico e histopatologico

Os esfregacos e decalques obtidos foram fixados em metanol e corados pelo método
de Giemsa. Os critérios de classificacdo morfologica basearam-se nos descritos por Fournel-
Fleury et al. (2002).

Os fragmentos de linfonodo ou noédulos cutineos foram fixados em solugdo de
formalina tamponada a 10% e processados rotineiramente até a inclusdo em parafina. Cortes
de 5 um de espessura foram obtidos e posteriormente corados pelo método de Hematoxilina e
Eosina (HE).

As classificagdes histologicas utilizadas foram a Working Formulation (National
Cancer Institute, 1982) e pelo sistema Kiel modificado (LENNERT et al., 1975; De MOURA,
SEQUEIRA & BANDARRA, 1999), propostas para linfomas nao-Hodgkin humanos. As
caracteristicas morfologicas celulares e o padrao arquitetural para a classificacdo do linfoma

de acordo com cada método estdo descritos no Quadro 1.
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Quadro 1 - Classificagdo histologica do linfoma ndo-Hodgkin pelos critérios da Working
formulation e pelo sistema Kiel modificado *.

GRAU DE WORKING SISTEMA
MALIGNIDADE FORMULATION KIEL
Linfocitico, pequenas células. Linfocitico
Linfoplasmocitico
Folicular, com predominio de Centrocitico
BAIXO GRAU células clivadas e pequenas. (Folicular)
Folicular, misto de células Centrocitico/centroblastico
pequenas e grandes clivadas. (Folicular)
Folicular predominio de Centrocitico/centroblatico
grandes células.
GRAU Difuso células pequenas Centrocitico
INTERMEDIARIO clivadas (Difuso)
Difuso, misto de pequenas e Centrocitico/centroblastico
grandes células.
Difuso, grandes células Centroblastico
Imunoblastico Imunobléstico
ALTO GRAU Linfoblastico Linfobléstico B
C¢lulas nao clivadas pequenas Linfobléstico T

* Modificado por De MOURA & SEQUEIRA, 2000

Exame imunoistoquimico

Para a deteccdo do imunofenotipo T utilizou-se técnica padrido de imunoperoxidase
pelo método do polimero (sistema Envision, Dako Corp., K1491). O imunofenotipo foi
estabelecido utilizando-se anticorpo policlonal contra CD3.

Os cortes histologicos foram colocados em laminas previamente tratadas com poli L-
lysina, sendo entdo desparafinizados e submetidos a recuperagdo antigénica em solucdo de
EDTA (10mM/pH8,0) com aquecimento a 95°C por trés sessdes de cinco minutos. Apds o
bloqueio da peroxidase endogena, os cortes foram incubados com anticorpo policlonal CD-3
pronto para o uso (Dako Corp., N1580) durante 18 horas a 4°C. Apds dois banhos em solugado
TRIS pH 7.4, os cortes foram incubados por 30 minutos com o kit Dako Envision, sendo
entdo submetidos a aplicagdo do cromogeno (3-3 diaminobenzidina, Sigma Chemical CO —
D5637). Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris por 30 segundos. Soro
ndo imune foi utilizado como controle negativo para cada espécie. Como controle positivo

utilizou-se um linfonodo normal de cdo.
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RESULTADOS
Ocorréncia, classificacdo histoldgica e imunoistoquimica

A ocorréncia de linfomas de células T em caes atendidos no periodo de janeiro de
1990 a outubro de 2004 foi de 53,5% (38/71). Os resultados obtidos na classificagdo
histologica pela Working Formulation e pelo sistema Kiel modificado demonstraram que o
grau intermedidrio de malignidade (Fig 1) foi o de maior ocorréncia (18/38), seguido pelo alto
grau de malignidade (15/38, Fig 2) e baixo grau (5/38) de malignidade (Tab 1 e2).

Em todos os animais avaliados observou-se o padrao arquitetural difuso. Em cada grau
de malignidade houve o predominio de um subtipo celular, sendo os mais freqiientes o de
células pequenas e clivadas/ centrocitico (13/38) e o imunoblastico (12/38, Tab. 1 e 2).

Em 38 das amostras avaliadas obteve-se marcag@o positiva para o anticorpo policlonal

CD3, sendo classificados como linfomas de células T (Fig 3).

Aspectos epidemioldgicos, classificacdo anatdmica e estadiamento clinico.

Verificou-se que cdes com raga definida apresentaram uma maior ocorréncia de
linfoma de células T (24/38), sendo as ragas Boxer, Cocker Spaniel Inglés e Rottweiler as
mais comuns. Observou-se também uma maior ocorréncia em machos (21/38), tendo os

animais idade entre 1 — 13 anos, com uma mediana de 5,8 anos (Tab. 3).



Tabela 1 - Morfologia dos linfomas de células T em caes atendidos no HV-UEL no periodo de janeiro de 1990 a outubro de 2004, de acordo
com o sistema de classifica¢do da Working Formulation.

Baixo Grau Grau Intermediario de Malignidade Alto Grau de Malignidade
de Total
Malignidade
Difuso Difuso, misto
Linfocitico células de pequenas e Difuso, grandes Linfoblastico Imunoblastico
pequenas grandes células.
clivadas células.
Numero de casos 05 13 03 02 03 12 38
Idade em anos (mediana) 1-9 (6) 3-7(5 2-9 (5) 5-8(7) 6-8 (7) 6-13 (9,5) 1-13 (5.8)
Linfoadenomegalia regional 0 04 02 01 00 00 07
Linfoadenomegalia 05 08 00 01 03 11 28
Generalizada
Hepatoesplenomegalia 04 03 00 00 02 06 15
Massa Mediastinica 00 01 01 01 01 02 06
Massa Extranodal 00 01 01 01 00 00 03
Efusdo Efusdo Cavidade Nasal
Pericardica Pericardica

Tabela 2 - Morfologia dos linfomas de células T em caes atendidos no HV-UEL no periodo de janeiro de 1990 a outubro de 2004, de acordo
com o sistema de classificacao Kiel modificado*.

Baixo Grau de
Malignidade Grau Intermediario de Malignidade Alto Grau de Malignidade Total
Linfopl | Centrocitico | Centrocitico/ | Centroblastico Linfoblastico Imunoblastico
Linfocit | asmociti Centroblastico
ico co
Numero de casos 03 02 13 03 02 03 12 38
Idade em anos (mediana) 1-9(6) | 3-7(5 3-7(5 2-9 (5) 5-8(7) 6-8 (7) 6-13 (9,5) 1-13 (5.8)
Linfoadenomegalia regional 0 0 04 02 01 00 00 07
Linfoadenomegalia 3 2 08 00 01 03 11 28
Generalizada
Hepatoesplenomegalia 2 2 03 00 00 02 06 15
Massa Mediastinica 0 0 01 01 01 01 02 06
Massa Extranodal 0 0 01 01 01 00 00 03
Efusdo Efusdo Cavidade
Pericardica Pericardica Nasal
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Tabela 3 - Aspectos epidemioldgicos do linfoma de células T em 38 cées atendidos no HV-UEL no periodo de janeiro de 1990 a outubro de
2004.

GENERO Idade em Anos Classificacdo Anatdmica Estadiamento Clinico Subestagio
RACA MACHO | FEMEA (Mediana) M A [MED| C EN | T |II |IN|{IV|]V ]| A|B
Boxer 2 2 1-6 (4,5) 2 0 0 0 2 0 1 3 0 0 2 2
Cocker Spaniel Inglés 1 2 6-8 (7,0) 2 0 0 0 1 0 0 1 0 2 1 2
Rottweiler 2 1 2-6 (5,0) 1 1 0 0 1 0 0 0 3 0 1 2
Doberman 0 2 5-9 (7,0) 2 0 0 0 0 0 1 1 0 0 2 0
Fila Brasileiro 1 1 5-6 (5,5) 2 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1
Pinscher 1 1 3-7 (5,0) 2 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2 0
Teckel 1 1 6-13 (9,5) 2 0 0 0 0 1 0 0 0 1 2 0
Outras Ragas 4 1 1-8 (6,0) 2 0 1 2 0 0 0 1 3 1 1 4
SRD 9 6 4-9 (6,0) 13 1 0 1 0 0 2 6 6 1 12 | 3
Total 21 17 1-13 (5,8) 28 02 01 03 04 |01 |04 |14 |13 |06 |24 ] 14

M= Multicéntrica, A= Alimentar, MED= Mediastinica, C= Cutanea, E-N= Extranodal
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Quanto a classificacdo anatomica a forma multicéntrica foi a de maior ocorréncia
(28/38) e os estadios clinicos IV (15/38) e III (14/38) os mais freqiientes. A maioria destes
animais ndo apresentava sinais clinicos no atendimento inicial (24/38) e quando da existéncia
de sinais clinicos, os mais comuns foram apatia, anorexia, perda de peso, fraqueza, dispnéia,
vomito e diarréia. No momento do diagndstico, a alteragdo mais comum detectada no exame
fisico foi linfoadenomegalia generalizada (28/38), sendo que em sete cdes observou-se
linfoadenomegalia localizada (Tab. 2 e 3). Hepatoesplenomegalia foi detectada em 15/38
casos, sendo a maioria observada nos linfomas classificados como de alto grau de
malignidade, pela Working Formulation (Tab. 2) e pelo sistema Kiel modificado (Tab. 3),

predominando o tipo imunoblastico (6/15).

DISCUSSAO

A determinagdo da imunofenotipagem de linfomas em humanos tem sido essencial nas
etapas de classificacdo, auxiliando na determinagdo do comportamento bioldgico e na escolha
da terapia. Na medicina humana, observa-se uma ocorréncia de 12% de linfomas de células T
na Europa e nos EUA, enquanto no Japao este nimero ultrapassa os 50% dos casos. Esta
maior ocorréncia de linfomas T no Japao estd relacionado com fatores ambientais,
principalmente infec¢des virais por HTLV-1. (FOURNEL-FLEURY et al., 2002)

A determinagdo da imunofenotipagem em linfomas caninos ¢ recente, havendo poucos
estudos na veterinaria, porém a maioria dos relatos refere-se ao predominio de linfomas de
células B (TESKE et al.,1994). Em relacdo aos linfomas de células T, Teske et al. (1994) e
Fournel-Fleury et al. (1997b) citam uma ocorréncia de 37,9% e 26%, respectivamente. De
Moura (2000), em estudo realizado no Brasil, observou uma ocorréncia de 60,2% de linfomas
T em cées. Neste estudo, a ocorréncia de linfoma T em cies foi 53,5%, concordando com o

valor encontrado por De Moura (2000), demonstrando que no Brasil pode haver fatores
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ambientais que contribuam para o aparecimento do linfoma de células T. Desta forma, outros
estudos devem ser realizados para se determinar possiveis causas para o desenvolvimento do
linfoma T em nossa regido, permitindo assim melhor compreensdo do comportamento
bioldgico do tumor e auxiliando na escolha da terapia a ser instituida. Até o momento, pouco
se sabe da participacdo de agentes virais na patogenia de linfomas de células T. Até o
momento, nenhum retrovirus foi demonstrado como agente causador de linfoma em caes,
apesar de particulas virais terem sido detectadas em cdes com linfoma T, o que pode sugerir a
participagdo destes virus na patogenia da doenca em caes.

Existem varios métodos de classificagdo morfologica para o linfoma nao-Hodgkin’s
humano. Dentre os métodos existentes, a Working Formulation e o sistema Kiel modificado,
tém sido aplicados na classificacdo morfologica do linfoma em caes devido a similaridade
deste tumor com o ndo-Hodgkin’s humano. Estes métodos fornecem informagdes sobre
prognostico e sobrevida do animal. Ambos os métodos classificam os tumores pelo padrao
arquitetural e pelo tipo celular. Na medicina humana, observa-se uma equivaléncia entre o
padrdo folicular e o difuso. Na espécie canina, o padrdo predominante ¢ o difuso. Em nosso
estudo, observou-se que em todos os casos avaliados o padrao arquitetural foi o difuso.
Segundo Teske et al. (1994), o linfoma canino tem um comportamento mais agressivo
determinando rapida progressao da doenga, sendo por isso raramente encontrado o padrio
folicular nesta espécie. Outro fator que contribui para a maior ocorréncia do padrao difuso é o
tempo que o proprietario leva para perceber alguma alteracdo em seu cao. Com isto, no
momento da avaliacdo clinica do animal, as células neopldsicas ja infiltraram por todo
linfonodo descaracterizando a arquitetura tecidual normal deste 6rgdo. Em humanos o padrao
folicular esta relacionado com um melhor prognostico. No entanto em caes, ndo ¢ observado

qualquer tipo de associagdo entre padrdo tecidual e prognostico (TESKE, 1994).
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Teske et al. (1994) classificaram histologicamente 116 casos de linfoma canino, de
acordo com critérios estabelecidos pela Working Formulation, observando que 75% dos casos
eram de grau intermediario, 16,4% de baixo grau, 6% de alto grau de malignidade e 6% de
Mycosis fungoides. Fournell-Fleury et al. (1997a) ao realizarem classificagao histologica de
136 caes com linfoma de acordo com o sistema Kiel, obtiveram um maior percentual de caes
com alto grau de malignidade (73,9%). Em estudo nacional similar, realizado por De Moura
(2000), foi observado uma maior ocorréncia de grau intermedidrio com 52%, seguido de
28,6% de baixo grau de malignidade e 19,4% com alto grau. De uma forma geral, os estudos
morfolégicos realizados em caes com linfoma nao diferem muito um do outro. Neste estudo,
apesar de estar sendo avaliado apenas cdes com linfoma de células T, ndo houve diferenca ao
comparar-se com estudos que ndo consideraram o fenotipo do tumor. Além disto, os
percentuais de ocorréncia dos diferentes graus de malignidade foram similares no sistema
Kiel modificado e na Working Formulation. Desta forma, ndo ha necessidade de se empregar
mais de um método de classificacdo morfologica para o linfoma de células T em caes.

Em relagdo a apresentagao clinica, sabe-se que em humanos ha algumas apresentagdes
do linfoma de células T que ocorrem mais em homens, com idade média de 53 anos.
Linfoadenomegalia generalizada, ¢ um achado comum em homens com linfoma (68%),
podendo haver invasdo extranodal (37%), massa em mediastino (32%) e infiltracdo em
medula 6ssea (25%). Outra situagdo comum em humanos ¢ verificada em criangas ou
adolescentes que apresentam massa em mediastino (57-75%) acompanhada freqiientemente
de leucemia aguda (40-72%), sendo encontrada mais comumente no sexo masculino.
Morfologicamente, estes tumores sdo classificados pelo sistema Kiel modificado e pela
Working Formalation como linfoma de alto grau de malignidade do tipo linfoblastico.
(FOURNEL-FLEURY et al., 2002). A apresentacao clinica do linfoma de células T em caes ¢

similar a existente em humanos. O fator que chama a atencdo, consiste no fato de que o
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linfoma de alto grau de malignidade ocorre normalmente em pessoas jovens do sexo
masculino, enquanto que em caes ndo ha predisposicao relacionada ao género e os animais
com alto grau de malignidade normalmente sao adultos ou idosos. Isto pode ser verificado em
nosso estudo, estando de acordo com o descrito por Fournel-Fleury et al., (2002).

Na medicina veterinaria quase nao ha estudos sobre caracteristicas epidemioldgicas,
clinicas e morfoldgicas do fendtipo do linfoma em caes. Fournel-Fleury (2002) descreve uma
possivel predisposicdo racial na raca Boxer (15/46), porém neste estudo, apesar da raga Boxer
ter sido a mais freqiiente dentre os cdes de raca definida, a ocorréncia do linfoma nas outras
racas foi similar. Em relagdo a faixa etaria, o autor descreve uma idade média de 6.9 anos nao
demonstrando diferenca em relacdo a estudos prévios (6,3 a 7,7 anos). Em nosso estudo a
mediana da idade foi de 5,8 anos, sendo semelhante ao descrito na literatura.

Os resultados observados neste estudo sao similares a outros descritos no Brasil. A
maior ocorréncia de linfoma T em nosso meio, diferentemente do que ocorre em outros
paises, pode ser decorrente de fatores ambientais. A importancia destes fatores no linfoma
ndo-Hodgkin humano estd bem determinada, contribuindo para a compreensdo do
comportamento bioldgico e para a terapia desta neoplasia. O avango em estudos
epidemioldgicos e morfoldgicos no linfoma canino permitird o desenvolvimento de terapias

mais eficazes e prognosticos mais precisos.
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Figura 1 - Fotomicrografia de linfonodo de c@o. Observar o padrio difuso e presenga de
nucleos com reentrancias (setas verdes) e com nucléolos evidentes (algumas com nucléolos na
periferia — centroblastos — setas brancas). Linfoma de grau intermnediario de malignidade,
subtipo centrocitico com componente centroblastico (Sistema Kiel modificado) ou difuso de
células mistas pequenas e grandes clivadas (Working Formulation). HE 40X.
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do. Observar presenca de células pleomorficas

Fotomicrografia de linfonodo de c

Figura 2

, com anisocariose. Linfoma de alto grau de malignidade, subtipo imunoblastico

(sistema Kiel modificado ¢ Working Formulation) HE 40X.
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Figura 3 - (A) Fotomicrografia de linfonodo de cdo. Controle positivo de imunoperoxidase
utilizando-se anticorpo policlonal CD3 (pan-T). Observar nas setas a marcagdo da regido
paracortical do linfonodo. 40X. (B) Fotomicrografia de linfonodo de cdo. Observar a
marcacdo do corte com o anticorpo policlonal CD3 (pant-T). Linfoma de células T.
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4 CONCLUSAO GERAL

No periodo de Janeiro de 1990 a outubro de 2004, foram diagnosticados 186

casos de linfoma em caes.

Em algumas racas definidas o género do animal pode ter influéncia na

ocorréncia do linfoma.

A 1dade média dos cdes acometidos foi de 5,9 anos.

Animais sem raca definida apresentaram maior ocorréncia de linfoma,

seguido por Pastor Alemao, Rottweiler, Boxer e Cocker Spaniel Inglés.

O porte fisico do animal tem influéncia distinta em cdes com raca definida e

em caes sem raca definida, na ocorréncia do linfoma.

Em relacdo a classificagdo anatdmica ¢ estadiamento clinico, a forma

multicéntrica e os estadios III e IV foram os mais comuns.

O linfoma canino de células T teve uma ocorréncia de 53,5%, com
predominio do grau intermediario e alto de malignidade, tanto no sistema Kiel modificado

como na Working Formulation.

Caes com raca definida apresentaram uma maior ocorréncia de linfomas de

células T.

Os dados epidemiologicos e clinicos dos cdes com linfoma de células T

foram similares aos encontrados na populacdo de caes com linfoma.
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