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Resumo

O linfoma ¢ uma das neoplasias caninas mais frequentes, podendo ser facilmente
diagnosticado por citologia. A determinagdo do imunofenotipo € importante para o tratamento
e prognostico, podendo realizar-se através de imunocitoquimica. O uso de laminas citoldgicas
previamente coradas ¢ ainda pouco instituido mas amplamente desejavel, pois permite uma
prévia validacao da qualidade da amostra.

Este trabalho teve como objetivos: determinar o imunofenoétipo de 307 casos de
linfoma canino através de imunocitoquimica em laminas citologicas previamente coradas,
realizar uma andlise descritiva da amostra e determinar a relagdo entre o imunofendtipo e as
variaveis raga, porte, idade e sexo.

Recolheram-se dados referentes aos casos submetidos ao laboratério CEDIVET no
periodo de Abril/2020 a Mar¢o/2021 para imunofenotipagem de linfoma em laminas citoldgicas
previamente coradas (n=384). Foram incluidos no estudo amostras de linfonodos, bago, figado
e massas extra-cavitarias com diagndstico citologico de linfoma. Foram excluidos os casos
referentes a espécie felina ou cuja amostra fosse esfregaco sanguineo (n=77). Realizou-se
analise estatistica descritiva e estatistica inferencial.

O imunofenotipo foi determinado em 92,8% dos casos, com 84,2% linfomas B e
15,8% linfomas T. Observou-se um predominio de cdes sem raca definida/cruzados,
maioritariamente machos, de porte grande e com uma média de idade de 8,6 anos. Verificou-se
uma relacdo estatisticamente significativa entre o imunofendtipo T e a raca Boxer.

A imunocitoquimica possibilitou a imunofenotipagem da maioria dos casos.
Verificou-se a existéncia de relagdo entre o imunofenotipo e raga. Foi, ainda, o primeiro estudo
em Portugal a referir a utilizagdo de laminas citoldgicas previamente coradas para andlise
imunocitoquimica, tendo uma casuistica notoriamente superior aos poucos previamente

reportados na literatura mundial.

Palavras-chave: linfoma canino; citologia; imunocitoquimica.
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Abstract

Lymphoma is one of the most frequent canine neoplasms and can be easily diagnosed
by cytology. Classifying the immunophenotype is important for treatment and prognosis, and
it can be done through immunocytochemistry. The use of previously stained cytological slides
is poorly established but highly desirable, as it allows a previous validation of the quality of the
sample.

This study aimed to classify 307 cases of canine lymphoma through
immunocytochemistry on previously stained cytological slides, perform a descriptive analysis
of the sample and evaluate the relationship between the immunophenotype and variables such
as breed, size, age, and sex.

Data referring to cases submitted to the CEDIVET laboratory between April/2020 and
March/2021 for lymphoma immunophenotyping on previously stained cytological slides were
collected (n=384). Samples from lymph nodes, spleen, liver and extra-cavitary masses with
cytological diagnosis of lymphoma were included in the study. Cases referring to the feline
species or whose sample was a blood smear (n=77) were excluded. Descriptive and inferential
statistical analysis were performed.

Immunophenotype's classification was achieved in 92.8% of the cases, with 84.2% B-
cell lymphomas and 15.8% T-cell lymphomas. Most of the dogs were mixed and large breeds,
males and with an average age of 8,6 years. There was a statistically significant relationship
between the T-cell immunophenotype and the Boxer breed.

Immunophenotyping through immunocytochemistry was possibly in most of the cases.
There was a relationship between immunophenotype and race. It was the first study in Portugal
reporting the use of previously stained slides for immunocytochemical analysis, with a

remarkable higher number of cases comparing to the few first reported in the world literature.

Keywords: canine lymphoma; cytology; immunocytochemistry.
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Lista de abreviaturas, siglas e simbolos

%: Percentagem

®: Marca registada

Ac: Anticorpo

ACVP: American College of Veterinary Pathologists
ADH: Hormona anti-diurética

Ag: Antigénio

ALP: Fosfatase alcalina

ALT: Alanina aminotransferase

AST: Aspartato aminotransferase

CD: Cluster of differentiation

CF: Citometria de fluxo

CHOP: ciclofosfamida, doxorrubicina, vinscritina e prednisona
CK: Creatinina quinase

DLBCL: Diffuse Large B-cell lymphoma

DOX: Doxorrubicina

ECVCP: European College of Veterinary Clinical Pathology
ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FA: Frequéncia absoluta

FeLV: Virus da leucemia felina

FIV: Virus da imunodeficiéncia felina

FR: Frequéncia relativa

GGT: Gama GT

ICC: Imunocitoquimica

Ig: Imunoglobulina

IHC: Imunohistoquimica

IPI: International Prognostic Index

LACH: Laboratorio de Analises Clinicas e Histopatologia
LC: Linfoma canino

LCB: Linfoma de células B

LCT: Linfoma de células T

LDH: Lactato desidrogenase

LTec: Linfocitos T citotoxicos
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LTh: Linfécitos T helper

LTr: Linfocitos T reguladores

LZM: Linfoma de zona marginal

MALT: Mucosa-associated lymphoid tissue
MDR1: Multidrug resistance mutation 1

MGG: May-Griinwald-Giemsa

MHC: Major histocompatibility complex

MRI: Magnetic Resonance Imaging

NK: Natural Killer

PAAF: Pungdo aspirativa por agulha fina

PAF: Pungdo por agulha fina

PARR: PCR for Antigen Receptor Rearrangements
PCR: Polymerase chain reaction

PD: Polidipsia

PET: Positron emission tomography

PIF: Peritonite infeciosa felina

PTCL-NOS: Peripheral T-cell lymphomas not otherwise specified
PTHrp: Parathyroid hormone-related protein

PU: Politria

RA: Recupercao antigénica

RC: Remissdao completa

REAL: Revised Classification of Lymphoid Neoplasms
SMF: Sistema mononuclear fagocitario

SNC: Sistema nervosa central

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences
SRD: Sem raga definida

T-LBL: T-lymphoblastic lymphoma

TAC: Tomografia computorizada

T™: Marca nao registada

TZL: T-zone lymphoma

ULHT: Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias
UPC: racio proteina/creatinina urindrio

WHO: World Health Organization
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vo6: Gamma delta
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I. Descricao da Casuistica do Estagio Curricular

1. Enquadramento

O estagio curricular realizou-se presencialmente no Laboratorio de Andlises Clinicas e
Histopatologia (LACH), do Hospital Veterinario da Universidade Lus6fona de Humanidades e
Tecnologias (ULHT), sob a orientacdo da Dr.* Joana Fonseca, bem como por videoconferéncia,
na plataforma ZOOM, sob a orientagdo da Professora Doutora Nazaré Pinto da Cunha, no
periodo de 9 de Novembro de 2020 a 31 de Margo de 2021.

Este estagio abrangeu a area de patologia clinica veterinaria, englobando as areas de
hematologia e hemostase, analises bioquimicas, uriandlise, citologia, imunocitoquimica para
imunofenotipagem de linfomas, parasitologia, serologia e microbiologia.

Foram processadas um total de 7285 analises laboratoriais, 6742 das quais referentes
a patologia clinica e 96 a anatomia patologica. As restantes 447 andlises foram realizadas em
laboratorios externos.

As fungdes exercidas incluiram processamento de amostras para sua analise interna e
externa, bem como interpretacdo dos resultados e realizacdo de relatérios, sempre com
supervisao superior.

O hemograma (BC-5300Vet, Mindray Bio-Medical Electronics, Shenzhen, China) foi a
analise mais frequente, seguindo-se as analises bioquimicas (Spotchem™ EZ SP-4430, Arkray
Factory, Shiga, Japao) - concentragdo de albumina sérica e o grupo de andlises que englobam
o “Painel V” que inclui a fosfatase alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT), ureia,
creatinina, proteinas totais e glucose (Figura 1). Ainda em relacdo a espécie, na Figura 2
encontra-se descrita a frequéncia relativa das espécies correspondentes as amostras

processadas.
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Figura 1 — Grafico com frequéncia relativa das analises mais frequentes.
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Figura 2 — Grafico com frequéncia relativa das espécies

animais sujeitas a
analise laboratorial.

1.1. Casuistica
1.1.1. Hematologia e Hemostase

Na area de hematologia a anélise correspondente quase a totalidade dos casos foi o
hemograma, estando as restantes listadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Frequéncia relativa de analises de hematologia e hemostase.

Analise Hematologica Frequéncia relativa

Hemograma 92,5%
Microhematocrito 2,5%
13
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Provas de coagulacio 2%
Contagem de reticuldcitos 1,4%
Tipificacdo sanguinea 1,3%
Teste de cross-matching 0,3%
Total Geral 100%

1.1.2. Analises Bioquimicas

Foi realizada uma vasta quantidade de analises relativas a pardmetros bioquimicos
(Tabela 2), sendo as trés analises mais solicitadas, por ordem descrescente, a albumina, o
“Painel V” e o ionograma (VetStat™, IDEXX Laboratories, Buckinghamshire, Reino Unido).
Este ultimo engloba a medi¢do dos eletrolitos (sddio, potassio e cloro) e gasimetria (pressao

parcial de dioxido de carbono, bicabornato, diferencial anioénico e pH).

Tabela 2 - Frequéncia relativas de analises bioquimicas.

Analise Bioquimica Frequéncia relativa
Albumina 22.3%
“Painel V” — ALP, ALT, ureia, creatinina, 21,0%

proteinas totais e glucose

Ionograma 13,2%
Creatinina 8,2%
Ureia 6,4%
Fésforo 4,8%
Bilirrubina Total 3,6%
Glucose 3,4%
Colesterol 2.4%
Proteinas Totais 2,3%
Calcio total 2.2%
Triglicéridos 1,9%
Gama GT (GGT) 1,8%
Alanina aminotransferase (ALT) 1,3%
Creatinina quinase (CK) 1,2%
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Fosfatase alcalina (ALP) 1,0%
Aspartato aminotransferase (AST) 1,0%
Lactato 0,5%
T4 Total 0,5%
Lactato desidrogenase (LDH) 0,3%
Acidos biliares 0,2%
Osmolaridade 0,1%
Corpos cetonicos 0,1%
Total Geral 100%

1.1.3. Urianalise

A andlise de urina envolve a avaliagdo macroscopica - cor, cheiro, turbidez; avaliagdo
dos seus componentes através da tira urindria; avaliacdo da densidade urinéria através do
refratometro e avaliagdo do sedimento urinario. O conjunto destes varios parametros engloba a
denominacdo de “uriandlise tipo II”’, que corresponde a 94,1% das analises solicitadas nesta
area. As restantes andlises dizem respeito aos parametros supracitados a nivel individual, bem

como o racio proteina/creatinina urinario (UPC) (Figura 3).

100,0% 94.1%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0% Total
40,0%
30,0%
20,0%
0 2.8% 0
123; 9% , 22% I 0,3%

Urianalise  Tira urinaria Sedimento  Racio UPC  Densidade
tipo 11 urinario urinaria

Figura 3 — Grafico com frequéncia relativa de analises realizadas & urina.
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1.1.4. Citologia e Imunocitoquimica

A area da citologia teve uma componente presencial no LACH e por videoconferéncia, tal
como ja referido. As analises citoldgicas englobaram citologias auriculares, cutaneas, vaginais,
de sedimento urinario, de efusdes cavitarias, massas/nodulos em localizagbes variadas, de
medula 6ssea e de outros 6rgdos como figado, baco, intestino, rim, linfonodos, entre outras
localizagdes. A andlise imunocitoquimica (ICC) teve como funcdo a imunofenotipagem de
linfomas e foi acompanhada por videoconferéncia. Na Figura 4 encontra-se representada a

frequéncia relativa destas analises.

Citologia/Imunocitoquimica

= Citologia = Imunocitoquimica

Figura 4 — Grafico com frequéncia relativa de andlises de citologia de imunocitoquimica.

1.1.5. Parasitologia

As andlises de parasitologia incluiram as areas de coprologia, com a pesquisa de
parasitas pulmonares através do método de Baermann e de parasitas gastrointestinais
através do método de Willis. Foi também realizada o teste de Knott para dete¢do de

microfilarias (Figura 5).
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m Total
57,14%
28,57%
14,29%
Método de Willis Método de Baermann Teste Knott

Figura 5 — Grafico com frequéncia relativa de analises de parasitologia.
1.1.6. Serologia

Os testes seroldgicos realizados sdo testes rapidos de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA, do inglés “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) que permitem a detecdo de

anticorpos (Acs) contra variados agentes ou para a detecdo de enzimas de interesse. Os varios

testes SNAP realizados estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Analises serologicas realizadas - agentes detetados e frequéncia relativa.

SNAP FIV/FeLLV Virus da imunodeficiéncia felina (FIV) ou da 39,6%
leucemia felina (FeLLV)

SNAP cPLI/fPLI Lipase pancredtica canina ou felina 24,7%

Snap Leishmania Leishmania infantum ou L. donovani 18,7%

Spp-

SNAP 4DX Dirofilaria immitis, Anaplasma phagocytophilum; 14,3%

Anaplasma platys; Borrelia burgdorferi; Ehrlichia
canis,; Ehrlichia ewingii

SNAP Leptospira Leptospira spp. 2,7%

Spp.

Total Geral - 100,0%
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1.1.7. Microbiologia

As andlises microbioldgicas realizadas englobaram culturas bacterianas e culturas
fungicas (Figura 6). Dentro das culturas bacterianas, a urocultura foi a andlise mais realizada,

contando com 67,2% dos casos.

Microbiologia

B Cultura bacteriana

M Cultura fungica

Figura 6 — Grafico com frequéncia relativa das analises microbiologicas.
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II. Revisao Bibliografica

1. Anatomia e Fisiologia do Sistema Imunitario

1.1. Sistema Imunitario

O sistema imunitario engloba um conjunto de células isoladas e tecidos linfaticos,
tendo como fungdo a defesa do organismo, através da resposta imunitaria, contra moléculas
consideradas estranhas, tais como as presentes em agentes infeciosos ou nas toxinas por eles
produzidas. Para além disso, apresenta um papel importante na resposta contra células
neoplasicas e na reparacao tecidual (Abbas et al., 2016; Nicholson, 2016). A sua fun¢ao
fisiolégica mais importante ¢ prevencao e erradicacdo da infe¢do. Contudo, poderdo surgir
efeitos indesejaveis, como reac¢des inflamatérias exuberantes com elevada morbilidade, como
nos casos de patologias autoimunes, em que a resposta imunitaria se da contra moléculas do

proprio organismo (Abbas et al., 2016; Gama, 2017; Nicholson, 2016).
1.2. Tipos de resposta imunitaria

A defesa do organismo agrupa-se em duas categorias: a imunidade inata, que
providencia uma resposta imediata contra a presenca de um antigénio, e a imunidade adquirida
que, apesar de mais morosa a instalar-se, apresenta mais complexidade e eficacia (Abbas et al.,
2016; Gama, 2017).

A imunidade inata ou inespecifica, evolucionariamente mais antiga, ¢ considerada a
primeira linha de defesa do organismo, estando presente nas barreiras epiteliais da pele e
mucosas dos tratos gastrointestinal e respiratorio. Os agentes externos que entrem no organismo
sdo atacados por neutrofilos e monocitos/macrofagos, linfocitos Natural Killer (NK) e proteinas
plasmaticas, inclusive proteinas do sistema complemento (Abbas et al., 2016; Gama, 2017;
Medzhitov, 2007).

A imunidade adquirida ou especifica tem por base a acdo linfocitaria e os seus
produtos, tais como os anticorpos, sendo mais especificamente especializada na defesa contra
agentes potencialmente patogénicos que possam revelar resisténcia a imunidade inata (Abbas
et al., 2014). Tém um papel importante os linfocitos que, através de recetores especificos,
possuem uma maior capacidade de reconhecer uma grande variedade antigénica. A imunidade
especifica subdivide-se ainda em imunidade humoral, mediada por anticorpos produzidos pelos
linfocitos B ou plasmdcitos, e pela imunidade celular, que se traduz na atividade dos linfocitos
T e das citoquinas por si produzidas, com a cooperagdo das células apresentadoras de antigénio
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(APCs, do inglés “Antigen-presenting cells”’). Uma caracteristica importante da imunidade
adquirida ¢ a capacidade de memoria, na medida em que a capacidade de resposta a um
antigénio anteriormente encontrado, ¢ mais rapida e eficiente, ao passo que na imunidade inata
a resposta a0 mesmo antigénio processa-se sempre da mesma forma (Abbas et al., 2016; Gama,

2017; Nicholson, 2016).

1.2.1. Células do sistema imunitario

Os linfocitos sdo as células centrais da resposta imunitdria. Estes, de uma forma
simplista, dividem-se em linfécitos B, T e NK (Gama, 2017). Contudo, outras células
constituintes do sistema imunitirio sdo os leucocitos granulécitos, as células do sistema
mononuclear fagocitario (SMF) e as APCs. Estas células encontram-se tanto em estruturas
anatomicas individualizadas, os 6rgaos ou tecidos linfaticos, como sob a forma de células livres
e migratorias que circulam através do sangue e da linfa (Abbas et al., 2014; Gama, 2017).

Os linfocitos circulam pelo organismo e reconhecem antigénios externos, dando inicio
a resposta imunitaria adquirida (Gama, 2017). Estas sdo as unicas células que produzem
recetores distribuidos de forma clonal especificos para diversos antigénios. Ainda que
semelhantes morfologicamente, apresentam heterogeneidade na sua linhagem, funcdo e
fenotipo, apresentado capacidades bioldgicas complexas. De uma forma geral, existem
linfocitos B que tém como funcdo a producao de anticorpos que reconhecerdo diretamente os
antigénios (resposta imunitaria humoral). Por outro lado, os linfécitos T reconhecem
fragmentos peptidicos de proteinas de antigénio que estdo ligadas a moléculas denominadas de
major histocompatibility complex (MHC). Estas, por sua vez, localizam-se na superficie de
APCs. Dentro dos linfocitos T existem ainda os linfocitos T helper (LTh) que auxiliam os
linfocitos B e T na sua ativagdo, proliferacdo e diferenciacdo e os neutrdfilos e
mondcitos/macrofagos na destrui¢do de microorganismos ingeridos; os linfocitos T citotoxicos
(LTc) que eliminam células que contém microorganismos intracelulares e os linfocitos T
reguladores (LTr) que previnem ou limitam a resposta imunitaria (Abbas et al., 2016; Gama,
2017; Nicholson, 2016). Os linfocitos NK ndo apresentam recetores de células B ou T,
contrariamente aos linfocitos anteriormente descritos. Estas células expressam
simultaneamente recetores de ativacdo e inibicdo que reconhecem as células-alvo através do
equilibrio de sinais de ativacdo ou inibi¢ao transmitidos (Medzhitov, 2007; Rezvani et al., 2017;
Valipour et al., 2019). O seu nome advém da sua capacidade de reagir contra microorganismos,

células neoplasicas ou células infetadas sem a necessidade de um estimulo antigénico prévio.
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Estdo maioritariamente envolvidos na resposta imunitdria inata (Abbas et al., 2014; Gama,
2017).

As APCs encontram-se em locais estratégicos de entrada de microorganismos, mais
concretamente no epitélio da pele e mucosa dos tratos gastrointestinal e respiratorio, locais onde
capturam os antigénios, transportando-os para o tecido linfatico e, tal como o nome indica,
apresentado-os aos linfocitos. Sdo varias as células que poderdo ter a agdo de apresentagdo
antigénica: macrofagos, células dentriticas, células de Langerhans da epiderme e linfocitos B

(Abbas et al., 2016; Gama, 2017).
1.2.  Sistema Linfatico

O sistema linfatico ¢ responsavel pela drenagem tecidual e defesa do organismo,
funcionando como um sistema de “filtragem” (Konig & Liebich, 2011). Divide-se em
componente celular, composta por 6rgdos linfaticos estruturados encapsulados (timo, bago e
linfonodos), foliculos linfaticos isolados, agregados de tecido linfatico (tonsilas) ou tecido
linfatico difuso ndo encapsulado associado @ mucosa e submucosa do sistema digestivo,
respiratdrio e urinario, denominado de tecido linfoide associado a mucosa (MALT, do inglés
“Mucosa-associated lymphoid tissue”’) e em componente vascular, incluindo os vasos e ductos
linfaticos (Bezuidenhout, 2013; Abbas et al., 2016; Gama, 2017).

Os orgdos linfaticos podem ainda dividir-se em o6rgdos linfaticos primarios ou
secundarios. Apesar da origem comum dos linfocitos - a medula dssea - apenas os linfocitos B
completam a sua diferenciac¢do na propria medula. Os linfocitos T, como o nome poderd indicar,
completam a sua diferenciagdo no timo. Por este motivo, a medula 6ssea e o timo sdo
considerados orgaos linfaticos primarios. Apos a sua diferenciagao, os linfocitos B e T circulam
até aos orgaos linfaticos secundarios (bago, linfonodos, tonsilas e MALT), onde se estabelecem,

completam a sua maturacgao, proliferam e atuam na resposta imunitaria (Gama, 2017).

1.2.1. Linfonodos, Baco e Timo
Os linfonodos sao agregados de nddulos linfaticos encapsulados, distribuidos ao longo
do trajeto dos vasos linfaticos, pelo organismo. Sao 6rgios providos de uma capsula de tecido
conjuntivo denso e dividem-se, internamente, em regido cortical ¢ medular. O cortex ¢
constituido por foliculos linfoéides com centros germinativos onde existe proliferacdo continua
de linfocitos e a medula consiste em corddes de linfocitos em anastomose (Konig & Liebich,
2011; Bezuidenhout, 2013; Abbas et al., 2014; Gama, 2017). Estes linfocitos, B ¢ T, dao inicio

a resposta imunolédgica aquando do reconhecimento de antigénios apresentados pelas APCs.
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Para além destas células, estdo também presentes células do SMF, células dentriticas e
plasmocitos (Abbas et al., 2016; Gama, 2017). A imagem citoldégica de um linfonodo normal
traduz-se em diferentes propor¢des de varios tipos de células, sendo que 75-85% do total de
células nucleadas se reflete em pequenos linfécitos bem diferenciados, com nucleo redondo de
tamanho 1 a 1,5 vezes superior a um eritrocito e com um tamanho total celular inferior ao
tamanho de um neutréfilo, cromatina densa, racio nucleo-citoplasma (N:C) elevado e com
escassa quantidade de citoplasma basofilo em forma de “rim”. Menos de 10 a 15% da populagao
linfonodal ¢ constituida por linfocitos de dimensao intermédia a grande (linfoblastos), com um
nucleo cerca de 1,5 a 2 vezes superior a um eritrocito, com tamanho total celular desde o
tamanho de um neutrdfilo até 4 vezes o tamanho de um eritrocito (Figura 7). A cromatina ¢ fina
e poderdo ter nucléolo visivel ou multiplos, proeminentes. Os plasmoécitos correspondem a
menos de 3% da populagdo e possuem um nucleo pequeno, redondo, excéntrico com cromatina
densa. O citoplasma ¢ abundante, intensamente basofilo e com uma 4rea pélida peri-nuclear
correspondente ao complexo de Golgi (Figura 7). Um por cento da populacdo diz respeito aos
macrofagos, caracterizados por abundante quantidade de citoplasma, frequentemente
vacuolizado e/ou com corpos tingiveis, neutrofilos, eosindfilos, mastdcitos e eritrocitos.
Estruturas redondas, basofilicas e homogéneas, do tamanho de plaquetas, sdo frequentes no
tecido linfoide e correspondem a fragmentos citoplasmaticos denominados de corpos

linfoglandulares (Blauvelt & Messick et al, 2020).
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N F

Figura 7 — Linfonodo reativo num cao. De notar a presenga pequenos linfocitos (seta vermelha) com
escassa quantidade de citoplasma, plasmdcitos (seta verde) e células linfoides de dimensdes intermédia
e grande (seta azul). Mitose (seta preta). (x500, Romanowsky) (Burton, 2018)

O bago ¢ um 6rgao de localizagdo intra-abdominal que possui uma cépsula de tecido
conjuntivo denso e fibras musculares lisas e, internamente, divide-se em polpa vermelha,
formada pelos seios venosos, e pela polpa branca, constituida por tecido linfoide folicular. A
polpa branca ¢ essencialmente constituida por linfocitos B e T, macrofagos e APCs. Este 6rgao
apresenta diversas fungdes como resposta imunitdria a antigénios circulantes no sangue por
parte dos linfocitos, fagocitose de agentes invasores através do SMF, filtragem de eritrocitos
senescentes € armazenamento de eritrocitos e plaquetas (Konig & Liebich, 2011; Bezuidenhout,
2013; Abbas et al., 2016; Gama, 2017). A imagem citologica da polpa branca de um bago
normal ¢ semelhante & observada nos linfonodos, contando com uma populagdo heterogénea
constituida predominantemente por linfocitos de pequenas (maioritariamente) a grandes
dimensdes e plasmocitos. Possui também células hematopoiéticas (precursores eritroides,
mieloides e de plaquetas), macrofagos e mastdcitos. Contudo, ¢ frequente que as amostras
citologicas apresentem escassa celularidade com abundante contetido hematico e células de
estroma esplénico (Blauvelt & Messick et al, 2020).

O timo ¢ um 6rgdo lobular localizado no mediastino e, tal como os 6rgaos descritos
anteriormente, dispde de uma céapsula de tecido conjuntivo laxo. O parénquima consiste em
varios lobulos que se dividem internamente nas regides cortical e medular. Atinge o seu
desenvolvimento maximo antes da maturidade sexual, iniciando a sua involu¢do aquando da

alteracdo da denticdo. Esta involugdo ¢ rapida inicialmente, mas geralmente ndo se da a sua
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atrofia completa, mesmo em idades mais avancadas. Apresenta um papel importante no
desenvolvimento da componente celular linfatica, controlando o desenvolvimento dos 6rgdos
linfaticos até que os animais atinjam a maturidade (Konig & Liebich, 2011; Bezuidenhout,
2013; Abbas et al., 2014; Gama, 2017). As células predominantes neste 6rgao sao os linfocitos
T em varios estadios de diferenciagdo e maturagcdo, bem como células dentriticas, macrofagos,
fibroblastos e focos de células epiteliais denominados de corpusculos de Hassal (Blauvelt &

Messick et al, 2020).
2. Linfoma canino

O linfoma canino (LC) ¢ a terceira neoplasia mais diagnosticada no cao e consiste em
90% das neoplasias hematopoiéticas caninas (Ruple et al., 2017; Hartley et al., 2019). O cao,
sendo uma companhia do Homem e estando exposto ao mesmo ambiente, tem vindo a ser
considerado um modelo valido para o estudo da etiologia e tratamento do linfoma em medicina
humana (Fournel-Fleury et al., 2002; Ito et al., 2014). Esta neoplasia pode surgir em qualquer
tecido com células linfoides e consiste na expansao clonal dessas células, geralmente de origem
B ou T (Correia, 2011).

A incidéncia anual de linfoma esta entre 13-33 casos por 100 000 caes. A faixa etaria
afetada ¢ ampla, sendo a média da idade de cdes com linfoma 6,3 a 8,1 anos (Gavazza et al.,
2001; Edwards et al., 2003; S6zmen et al., 2005; Pinello et al., 2017). Existem racas com uma
prevaléncia mais elevada desta neoplasia, nomeadamente Boxer, Bulmastife e Buldogue inglés,
mas também Doberman, Rottweiler, Boiadeiro de Berna, Dogue-de-bordéus, Labrador
Retriever e Golden Retriever (Edwards et al., 2003; Jankowska et al., 2017; Comazzi et al.,
2018; Van Rooyen et al., 2018).

2.1.Classificacao

A literatura veterindria revela uma variedade de abordagens de classificagdo de LC.
Atualmente, este classifica-se tendo em conta a localizagdo anatomica, critérios
histolégicos/citoldgicos e imunofendtipo (Vail et al., 2020).

A classificagdo quanto a localizacdo anatdémica divide-se em linfoma multicéntrico,
gastrointestinal ou alimentar, mediastinico e cutaneo. Existem, ainda, outras formas extra-
nodais primarias que poderdo ocorrer em qualquer local incluindo o bago, figado, pulmdes,
olhos, sistema nervoso central (SNC), bexiga, cora¢ao ou cavidade nasal (Vail et al., 2020). As

formas anatomicas de LC serdo abordadas com maior detalhe no ponto 2.3.
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Sao varios os sistemas de classificacdo morfologica de linfoma ndo Hodgkin que tém
vindo a ser desenvolvidos em medicina humana e adaptados para medicina veterinaria, para
classificagdo do LC (Valli et al., 2011). Dentro destes sistemas incluem-se o de Rappaport,
Working Formulation, a classificacdo atualizada de Kiel, a classificacdo de neoplasias linfoides
revista (REAL, do inglés “Revised Classification of Lymphoid Neoplasms”) e, mais
recentemente, a classificacdo de Organizagdo Mundial de Saude (WHO, do inglés “World
Health Organization”) (Fournel-Fleury et al., 1997; Valli et al., 2011; Seelig et al., 2016). Os
sistemas de classificagdo atualizado de Kiel e WHO sdo os mais utilizados em medicina
veterindria para a classificagdo de LC mas, tendo em conta algumas limita¢gdes do primeiro, o
sistema de classificagdo WHO ¢ o globalmente mais utilizado. Contudo, o mais frequentemente
utilizado na avaliagdo citolégica ¢ o sistema atualizado de Kiel pois baseia-se apenas na
citomorfologia (dimensao celular e nuclear, forma do ntcleo, densidade da cromatina, nimero
e distribuicdo dos nucléolos e extensdo e basofilia citoplasmatica) e imunofendtipo. Por outro
lado, o sistema de classificagio WHO inclui ainda o padrao arquitetual de crescimento (nodular
ou difuso), localizacdo anatomica, comportamento bioldgico da neoplasia e caracteristicas
genéticas. Ambos os sistemas incluem ainda um sistema de gradag@o que classifica a neoplasia
em graus baixo, intermédio (apenas no sistema de classificagdo WHO) ou alto grau, tendo em
conta o tamanho celular (pequeno, médio ou grande) e o numero de mitoses por campo (Valli
et al., 2011; Seelig et al., 2016; Valli et al., 2017; Vail et al., 2020). Num estudo de Valli et al.
(2011) um grupo de patologistas avaliou a concordancia na classificagcdo histologica de 300
casos de LC tendo em conta o sistema WHO, tendo-se observado uma concordancia de 83% no
diagnéstico do total dos casos e de 87% nos diagnosticos mais comuns (80% dos casos). Com
isto, e apesar de existir um grande numero de subtipos de linfoma segundo este sistema de
classificagdo (Tabela 4), os cinco subtipos mais comuns sdo: Linfoma difuso de grandes células
B (DLBCL, do inglés “Diffuse Large B-cell lymphoma) (48%-52%), Linfoma periférico de
células T ndo especificado de outra forma (PTCL-NOS, do inglés “Peripheral T-cell
lymphomas not otherwise specified”) (15%), Linfoma zona T (TZL, do inglés “T-zone
lymphoma”) (4%-12,7%), Linfoma T linfoblastico (T-LBL, do inglés “T-lymphoblastic
lymphoma”) (3%-4%) e Linfoma de zona marginal (MZL, do inglés “Marginal zone
lymphoma”) (3,7%-8%).

Existem certos subtipos de linfoma que estdo associados a uma baixa taxa de
progressdo biologica e tempos de sobrevivéncia mais longos, denominando-se de linfomas

indolentes ou de baixo grau (Tabela 4). Este grupo de linfomas tem uma prevaléncia de 14,9%-
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28,3%, sendo que o TZL corresponde a 15,5% a 62% destes casos. Em contraste, os linfomas
de alto grau correspondem a 71,7% - 86% dos casos de LC (Fournel-Fleury et al., 2002; S6zmen
et al., 2005; Gavazza et al., 2008; Ponce et al., 2010; Sapierzynski, 2010; Flood-Knapik et al.,
2013; Valli et al., 2013; Seelig et al., 2014).

Tabela 4 - Resumo da classificagdo de linfoma canino segundo o sistema de classificagio WHO.
(Adaptado de Seeling et al, 2016 e Valli et al, 2011)

= [ eucemia/linfoma linfoblastico = Leucemia/linfoma linfoblastico de

células B

Leucemia linfocitica crénica de
células B

Linfoma linfoplasmocitico

Linfoma de zona marginal de
células B** (nodal, esplénico ou extra-

nodal associado ao MALT)

células T precursoras
Leucemia linfocitica de células
grandes granulares

Linfoma hepatosplénico de
células yoT

Linfoma intestinal de células T

Mycoses fungoides

= Plasmocitoma; mieloma .

Linfoma de células T nao

* Linfoma folicular** especificado de outra forma

» Linfoma de células do manto** » Linfoma de zona T**
* Linfoma difuso de grandes células

B*
» Linfoma de Burkitt

*Inclui o subtipo Linfoma de grandes células B rico em células T; **Linfomas indolentes; A negrito os

tipos de linfoma mais comuns.
2.2.Etiologia e Fatores de risco

A etiologia do LC, apesar de desconhecida, considera-se que seja multifatorial, embora
ndo existam estudos que comprovem a existéncia de causas especificas associadas ao
desenvolvimento desta neoplasia (Ito et al., 2014; Vail et al., 2020). Existem, por outro lado,
estudos que reportam a existéncia de possiveis fatores de risco, onde se incluem fatores
ambientais, genéticos e moleculares, infecciosos e imunologicos (Modiano et al., 2005;
Schofield et al., 2019; Craun et al., 2020).

Sao diversos os estudos em medicina veterinaria que procuram estudar a existéncia de
fatores ambientais relacionados com desenvolvimento de linfoma em caes. Foi reportada a
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existéncia de tal relagdo relativamente a fatores como a exposi¢do a herbicidas e radiagdo
eletromagnética (Reif et al., 1995; Schofield et al., 2019). Foi também encontrada relagdo com
a utilizacdo de tintas e solventes por parte dos tutores e viver em zonas industriais, mais
concretamente perto de centrais nucleares, crematorios, industrias de quimicos, locais poluidos,
estando estes quatro ultimos associados a possivel exposi¢ao a carcinogénicos através do ar,
solo ou 4gua (Gavazza et al., 2001; Pastor et al., 2009; Craun et al., 2020). A exposicao ao fumo
do tabaco foi também identificado como um fator relacionado com indices de proliferacao de
LC mais elevados (Pinello et al., 2017).

Ainda que ndo exista evidéncia cientifica suficientemente consistente para comprovar
a existéncia de possiveis causas virais envolvidas no desenvolvimento de LC, existem teorias
baseadas no conhecimento de medicina humana que reportam a possivel associacdo entre
retrovirus linfotropicos e linfoma/leucemia em caes, bem como de uma possivel relagdo entre
o virus Epstein-Barr, um gama-herpes-virus, e o desenvolvimento de linfoma de células B
(LCB) (Huang et al., 2012). Em Medicina Humana existe também evidéncia de que existe uma
forte associagdo entre infegdes por Helicobacter sp. e o desenvolvimento de linfoma géstrico,
algo que ainda ndo estd demonstrado em caes. Contudo, num estudo realizado com caes da raca
Beagle demonstrou-se que a infecdo com Helicobacter sp. resultou no desenvolvimento de
foliculos linfoides gastricos, que em medicina humana sdo considerados precursores de linfoma
MALT (Rossi et al., 1999).

O comprometimento do sistema imunitario podera ter um papel na linfomagénese.
Existem alguns estudos neste campo em medicina veterinaria que suportam esta teoria, tendo
como exemplo os casos de trombocitopenia imuno-mediada e o tratamento com ciclosporina,
que poderdo ter uma associacao com o desenvolvimento de linfoma em cdes (Keller, 1992;
Blackwood et al., 2004). Mais especificamente em relacdo ao linfoma cutdneo (Mycosis
fungoides), foi reportado um risco mais elevado para este subtipo de linfoma em cdes com
dermatite atopica (Santoro et al., 2007). Também num estudo de Labadie et al. (2019) foi
demonstrada que a estimulagdo imunoldgica cronica podera ser um fator de risco para o
desenvolvimento de TZL.

A nivel genético, a heritabilidade aparenta ter um papel-chave no desenvolvimento de
linfoma pelo facto de existirem certas ragas com uma predisposi¢@o especifica para linfoma,
bem como para diversos subtipos, ao passo que outras aparecem sub-representadas. Ja foram,
também, identificadas variadas anormalidades citogenéticas em cdes com patologia

linfoproliferativa (Modiano et al., 2005; Van Rooyen et al., 2018).
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Outros fatores incluem a esterilizacao que, nalguns estudos se encontra associada ao
aumento do risco de desenvolvimento de linfoma cadelas (Villamil et al., 2009). Em relag¢ao ao
sexo, ainda que existam conclusdes ambiguas, a maioria dos estudos consultados refere uma
maior prevaléncia linfoma em machos (56%-62%), comparativamente com fémeas (38%-44%)).
A parte disso, a maioria dos estudos nio reconhece este fator como fator de risco (Jagielski et
al., 2002; Sapierzynski et al., 2010; Van Rooyen et al., 2018). Encontra-se ainda descrito, em

gatos, o desenvolvimento de linfoma cutdneo em locais de injecdo (Roccabianca et al., 2016).

2.3.Apresentacio clinica

Os sinais clinicos em cdes com linfoma sdo altamente varidveis e dependentes extensao
e localizagdo desta neoplasia. A forma mais comum de apresentacdo clinica em casos de LC ¢
a forma multicéntrica que afeta os linfonodos periféricos. Contudo, existem também formas
extra-nodais que incluem as formas mediastinica, abdominal (gastrointestinal/alimentar,
hepatica, esplénica e renal), cutanea, ocular, do sistema nervoso central e pulmonar (Zandvliet,
2016; Vail et al., 2020). Num estudo de Ponce et al. (2010) com 608 de casos de linfoma, 82,4%
dos casos caracterizavam-se pelo envolvimento linfonodal com linfadenomegalia generalizada,
ao passo que o envolvimento extra-nodal foi observado em 17,6% dos casos, 12,3% dos quais
relacionados com o envolvimento cutaneo e os restantes 5,26% incluiram o trato gastro-
intestinal (1,48%), bago (1,8%), tonsilas (1,48%) ¢ olhos (0,33%).

A forma multicéntrica, que corresponde a cerca de 84% dos casos de LC, caracteriza-
se essencialmente por linfadenomegalia generalizada, podendo ocasionalmente observar-se
num unico linfonodo ou em linfonodos regionais. Poderdo surgir uma variedade de
manifestagdes clinicas inespecificas como anorexia, perda de peso, vomito, diarreia, emaciagao,
ascite, dispneia, polidipsia (PD), poliuria (PU) e pirexia (Dobson et al., 2001; Zandvliet, 2016;
Vail et al., 2020).

A forma mediastinica de linfoma ocorre em 22%-35,9% dos casos secundariamente a
linfoma multicéntrico. E mais comum em cies jovens e quase exclusivamente de origem nas
células T (96,6%) (Zandvliet, 2016; Moore et al., 2018; Vail et al., 2020). Num estudo de Moore
et al. (2018) os sinais clinicos mais comuns apresentados nos caes com este tipo de linfoma
foram letargia, anorexia, PU/PD, dispneia/taquipneia e vomito, sendo que em 42,5% dos casos
se observou a presenga de efusao pleural.

O linfoma alimentar, geralmente com o imunofenotipo T, restringe-se maioritariamente

ao trato gastro-intestinal (72% dos casos) ou associado a forma multicéntrica (28% dos casos).
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Os sinais clinicos sdo bastante inespecificos e estdo também relacionados com o envolvimento
de estruturas anatomicas adjacentes: voOmito, diarreia e perda de peso, hepato e/ou
esplenomegalia (Gieger, 2011; Lane et al., 2018; Matsumoto et al., 2019; Vail et al., 2020).

O linfoma cutaneo, tipicamente de células T e epiteliotropico, corresponde a cerca de
3-8% dos casos de LC. Reflete-se em lesdes focais, multifocais ou generalizadas que poderao
ser placas, ulceras, eritema, hipopigmentagao, alopécia ou descamacgao (Day, 1995; Zandvliet,
2016; Chan et al., 2018).

Existem ainda formas mais raras de linfoma, como por exemplo o linfoma ocular,
geralmente secundario a forma multicéntrica. As manifestacdes clinicas mais comuns sdo
glaucoma, uveite, hifema, hipdpio e sinequias (Ota-Kuroki et al., 2014; Lanza et al., 2018). O
linfoma associado ao SNC pode ser primario ou secundario e estd geralmente mais associado
ao imunofenotipo B, contando com manifestacdes clinicas como convulsdes, paralisia ou
paresia (Sis6 et al., 2017). O linfoma hepatico, uma forma relativamente rara, geralmente
encontra-se associado ao imunofenétipo de células T, contando com duas formas primarias
(hepatoesplénico e hepatotropico), sendo as manifestagdes clinicas mais observadas hepato e/ou
esplenomegalia (Cienava et al., 2004; Keller et al., 2013).

O LC podera também estar associado a sindromes paraneoplasicos que terdo impacto
na apresentacdo clinica (Vail et al., 2020). A hipercalcemia, um sindrome neopldsico
maioritariamente observado em linfoma de células T (LCT) (a excegdo dos linfomas
indolentes), esta clinicamente associada a anorexia, perda de peso, fraqueza muscular, letargia,
PU/PD e, mais raramente, depressdo do SNC. Resulta frequentemente da produgdo do péptido
relacionado com a paratormona (PTHrP, do inglés “Parathyroid hormone-related protein”)
através das células neoplésicas. Esta hipercalcemia ird reduzir a resposta dos ductos coletores a
hormona anti-diurética (ADH), culminando na diminui¢do da reabsor¢do de sodio na porgao
ascendente da ansa de Henle, contribuindo para a PU. Para além disso, a hipercalcemia leva a
vasoconstricdo da arteriola glomerular aferente, reduzindo a taxa de filtracdo glomerular e
perfusdo na medula, contribuindo para o aumento do risco de hipoxia dos tubulos renais bem
como de doenca renal aguda (Zandvliet, 2016; Vail et al., 2020). Outros sindromes
paraneoplésicos incluem hipereosinofilia, anemia hemolitica e trombocitopenia imuno-
mediadas, gamopatias monoclonais e neuropatias (Marchetti et al., 2005; Zandvliet, 2016; Vail

et al., 2020).

29

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina Veterinaria



Inés de Brito Neves Barroca | Linfoma canino: estudo de 307 casos com imunofenotipagem em laminas citologicas

previamente coradas

2.4.Diagnostico

Ap0s a recolha de dados para a anamnese, realizacdo dum exame fisico completo e do
estabelecimento da lista de diagndsticos diferenciais (Tabela 5), na qual o linfoma estara
incluido, deverd partir-se para uma abordagem diagnostica que incluira hemograma completo,
painel de analises bioquimicas séricas completo, incluindo a concentragdo de calcio ionizado,

uriandlise e, caso se aplique, métodos de diagnostico imagioldgico (Vail et al., 2020).

Tabela 5 - Diagnosticos diferenciais de Linfoma tendo em conta as diferentes formas. (Adaptado de
Vail et al, 2020)

Linfoma (forma) Diagnosticos diferenciais

Multicéntrico = Infecdo disseminada: bacteriana, viral,

parasitaria ou fungica

= Altera¢des imuno-mediadas: dermatopatias,
vasculite, poliartrite, lupus eritematoso

=  Metastases linfonodais;

= Qutras neoplasias hematopoiéticas:

leucemia, mieloma multiplo, histiocitose
maligna ou sistémica

Mediastinico =  Qutras neoplasias: timoma, quemodectoma,

carcinoma da tirdide ectopico,
carcinomatose pleural, entre outros

* Do foro infeccioso: patologia

granulomatosa; piotdrax
= Qutras: insuficiéncia cardiaca congestiva,
quilotorax, hemotorax
Alimentar = Qutras neoplasias do trato GI, corpo
estranho, ulceragdo GI, linfagiectasia,
enterite linfo-plasmocitaria
Cutineo = Dermatite infecciosa: piodermatite avangada
= Dermatite imuno-mediada: pemphigus
= Qutras neoplasias cutaneas: histiocitoma
Extra-nodal = Extremamente variavel; dependente da

localizagdo afetada
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2.4.1. Hematologia, Bioquimicas, Urianalise

A alteragdo hematoldgica mais comum associada ao LC ¢ a anemia, geralmente
normocitica e normocrémica (ndo regenerativa), compativel com anemia associada a doenca
cronica. Por outro lado, também podera estar presente anemia regenerativa em casos de
hemorragia ou anemia hemolitica imunomediada, pelo que, idealmente, devera estar adjacente
uma contagem reticulocitaria. Também se encontra descrita a presenga de trombocitopenia
(30,5%-43% dos casos de linfoma), leucocitose e leucopenia. A leucocitose geralmente advém
de uma resposta inflamatdria (neutrofilia, observada em 25% a 40% dos casos de linfoma).
Linfocitose e linfopenia encontram-se geralmente descritas com igual frequéncia (Cienava et
al., 2004; Zandvliet, 2016; Kliczkowska-Klarowicz et al., 2021). Podera observar-se a
circulagdo de linfoécitos atipicos, sendo importante diferenciar nestes casos o envolvimento
medular ou a presenga de leucemia linfocitica primdria (Vail et al., 2020).

Relativamente as proteinas totais (albumina e globulinas) e albumina séricas, podera
observar-se hipoproteinemia, geralmente associada a linfoma alimentar, ou hiperproteinemia,
em casos de gamopatias monoclonais (Moore, 2016; Zandvliet, 2016; Vail et al., 2020;
Kliczkowska-Klarowicz et al., 2021). Mais especificamente, num estudo de Gieger (2011), 61-
80% dos caes com linfoma alimentar apresentavam hipoalbuminemia, estando também descrita
uma prevaléncia desta alteracio em quase 100% dos casos de cdes com linfoma T
hepatoesplénico.

As alteragdes na concentragdo das bioquimicas séricas geralmente refletem o local
anatomico afetado, bem como os sindromes paraneoplasicos, como ¢ o caso da hipercalcemia
jé& descrita anteriormente (Zandvliet, 2016; Vail et al., 2020). Num estudo de Moore et al. (2018)
relativamente a cdes com linfoma mediastinico, 96,6% dos casos apresentava o imunofenotipo
T e 67,5% apresentavam hipercalcemia.

A uriandlise faz parte da recolha de informacgdo relevante para avaliacdo da funcdo

renal e do trato urinario (Zandvliet, 2016; Vail et al., 2020).

2.4.2. Imagiologia
Os métodos imagioldgicos apresentam maior relevancia no estadiamento de linfoma
do que no diagnoéstico propriamente dito (Zandvliet, 2016; Vail et al., 2020).
Radiografias toracicas ou abdominais de cdes com linfoma multicéntrico geralmente
relevam alteracdes, ainda que nao sejam especificas e apenas poderdo sugerir o linfoma como
um diagnostico diferencial (Zandvliet, 2016; Vail et al., 2020) E espectavel que na radiografia

toracica 70% dos casos de LC revelem alteragdes (Starrak et al., 1997).
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A ultrassonografia abdominal e de linfonodos periféricos podera ter utilidade na
avaliacdo morfoldgica e arquitetual dos orgaos, auxiliando também na percecdo de possivel
envolvimento hepatico ou esplénico (Zandvliet, 2016; Vail et al., 2020). Aproximadamente
27% dos casos de linfoma alimentar ndo relevam achados anormais ecograficamente, pelo que
este método ndo ¢ adequado para diagnostico ou exclusdo de linfoma (Frances et al., 2013).

A tomografia computorizada (TAC) ¢ o método ideal para avaliar a extensdo da
neoplasia pelo excelente detalhe que apresenta, ainda que ndo seja o método ideal de
diagnéstico. Por exemplo, no caso de uma massa mediastinica, a TAC tera bastante utilidade
em avaliar a extensao da neoplasia, contudo ndo poderd realizar a distingdo entre timoma ou

linfoma mediastinico (Zandvliet, 2016; Vail et al., 2020).

2.4.3. Citologia e Histologia

Uma vez que a principal manifestagdo clinica no LC ¢ presenga a linfadenomegalia
regional ou generalizada, o primeiro passo nestes casos sera a avaliacdo citoldgica do linfonodo
que se encontra aumentado, através da colheita por puncao aspirativa por agulha filha (PAAF)
ou pungdo por agulha fina (PAF) ndo aspirativa e posterior processamento com coloragdes
derivadas de Romanowsky (geralmente May-Griinwald-Giemsa (MGG) ou Diff-Quik®). Além
da avaliacdo linfonodal, no caso de suspeita de envolvimento de outros 6rgaos (por exemplo,
figado ou baco), a colheita de amostra eco-guiada e posterior avaliacdo citologica ¢
recomendada. Alguns cuidados deverdo ser levados a cabo, tais como: evitar a colheita de
amostras de locais tipicamente reativos (linfonodos submandibulares); realizar esfregagos sem
demasiada pressdo, devido a fragilidade dos linfocitos (Vail et al., 2020). A citologia ¢ um
método de diagndstico barato, facil de realizar e seguro que apresenta concordancia elevada a
excelente com a histopatologia. Varios autores recomendam a citologia como um método de
diagnostico suficiente para diagnosticar linfoma. E uma excelente alternativa nos casos em que
a colheita cirurgica ndo possa ser realizada tanto por motivos monetarios, ou outros
relacionados com o procedimento em si (risco anestésico, por exemplo) ou temporais (Teske &
van Heerde, 1996; S6zmen et al., 2005; Sapierzynski, 2010). Nos Estados Unidos, cerca de
90% dos Médicos Veterinarios (incluindo diplomados) alegam utilizar a citologia para
diagnostico de linfoma multicéntrico de alto grau em caes, com ICC adicional utilizada em 75%
dos casos. Menos de 30% recorrem ao diagnostico histopatoldégico em linfonodos removidos
cirurgicamente. A maioria inicia o tratamento com base no diagnostico citologico e posterior
imunofenotipagem (Regan et al., 2013). A imagem citoldgica de linfoma de alto grau (Figura

8) caracteriza-se pela presenca de uma populacao homogénea de células linféides intermédias
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e/ou grandes com um indice mitdtico superior ao que se pode observar em casos de
linfadenopatia reactiva (>3 mitoses em 5 campos de ampliagdao x500), contando frequentemente
com um numero relativamente elevado de macrofagos com corpos tingiveis e corpos
linfoglandulares. A presenca de mais de 80% de células linféides de médias e grandes
dimensdes suporta o diagndstico de linfoma. Por outro lado, e de forma mais desafiante de
diagnéstico citoldgico, o linfoma de baixo grau € caracterizado por uma populagdo homogénea
de células linféides pequenas, o que torna dificil a sua distingdo entre linfadenopatia reactiva.

Em alguns casos, os linfécitos poderdo ter a morfologia de “espelho de mao” (Figura 9),

sugerindo um imunofenétipo T, sendo a presenga de mitoses nestes casos extremamente rara
(Valli et al., 2013; Monti & Cian, 2016; Blauvelt & Messick et al., 2020; Comazzi et al., 2021).
e — G -

Figura 8 — Linfonodo popliteo de um cdo com linfoma de alto grau. Maioria das células

linfoides sdo de tamanho intermédio a grande com nucleo indentado. Frequentes corpos

linfogladulares (seta vermelha) e alguns eritrécitos de fundo (seta verde). Algumas

células lisadas (seta preta) (x400, May-Griinwald Giemsa). Original da autora.
| vZ

sdo0 pequenas e com morfologia de "espelho de mao". (x500, May-Griinwald Giemsa
) (Monti & Cian, 2016)
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Contudo, o diagnoéstico histopatoléogico continua a ser o gold standard para o
diagnostico de linfoma e a avaliagdo citologica podera ser insuficiente nalguns casos, como nos
linfomas de baixo grau ou em proliferagdes reativas de linfocitos de grandes dimensdes. Nestes
casos recomendavel recorrer-se a bidpsia ou excisdo linfonodal (linfadenectomia) para analise

histopatologica (Sapierzynski, 2010; Zandvliet, 2016; Marconato et al., 2017) .

2.4.4. Imunofenotipagem

A imunofenotipagem tem como objetivo a subclassificar o linfoma (B, T ou ndo-B-
ndo-T). Contudo, poderd também apresentar utilidade no estabelecimento do diagnostico de
linfoma, na medida em que, ao esperar-se a presenga de uma populacdo heterogénea de
linfocitos no linfonodo, o achado de uma populacdo homogénea caracterizada pelo mesmo
imunofendtipo suporta a existéncia de um processo neopldsico (Vail et al., 2020). Esta técnica
poderd ser realizada em amostras citoldgicas, através da imunocitoquimica, histologicas,
através da imunohistoquimica (IHC, do inglés “Immunohistochemistry”) ou, também,
utilizando a técnica de citometria de fluxo (CF) (Caniatti et al., 1996; Comazzi & Gelain, 2011;
Zandvliet, 2016).

A determinagdo o imunofendtipo das células de linfoma ¢ possivel através da detegdo
de proteinas de superficie nas células, denominadas de cluster of differentiation (CD)
(Sapierzynski, 2010; Abbas et al., 2016). Deste modo, recorre-se a utilizagdo de anticorpos
(Acs), sendo os mais comumente utilizados para identificacdo de células B o anti-CD20, anti-
CD21, anti-CD79a e o anti-PAXS, ao passo que para as células T ¢ frequente a utilizacdo dos
Acs anti-CD3, anti-CD4 ou anti-CDS8 (Caniatti et al., 1996; Feldman & Dogan, 2007; Willmann
et al., 2009; Morgan et al., 2013; Priest et al., 2017; Pazdzior-Czapula et al., 2019; Ohno et al.,
2020). A prevaléncia imunofenétipo B varia entre 61,4% - 82,6 % dos casos e a prevaléncia do
imunofendtipo T ronda os 13%-38,6% (Fournel-Fleury et al., 1997; Dobson et al., 2001;
Modiano et al., 2005; Guija de Arespacochaga et al., 2007; Sapierzynski et al., 2010; Comazzi
et al., 2018)

2.4.4.1. Imunocitoquimica
2.4.4.1.1. Definicao
A ICC ¢ uma técnica de diagndstico avangada que tem ganho popularidade em
Medicina Veterinaria nas ultimas décadas e que consiste na ligacao especifica de Acs exdgenos
a antigénios (Ags) celulares. As células sdo incubadas com o anticorpo desenvolvido para
reconhecer um Ag em particular que se localiza na membrana celular, citoplasma ou nucleo
(Barger et al, 2017; Priest et al., 2017; Camus et al., 2020; Santangelo et al., 2021). Esta técnica
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¢ utilizada em amostras citologicas (esfregacos, citologias por aposi¢ao ou amostras obtidas por

citocentrifuga¢do), ao passo que a IHC requer a utilizagdo de tecidos fixados em formol e

incluidos em parafina, ou em tecidos congelados (Haines & West, 2005; Priest et al., 2017).
2.4.4.1.2. Anticorpo e Antigénio

Tal como descrito anteriormente, a ICC requer a utilizacdo de Ac, também conhecidos
como imunoglobulinas (Ig), sendo as IgG as mais utilizadas. Para melhor entender esta técnica,
sera necessaria uma compreensdo geral da estrutura dos anticorpos (Figura 10). Estes
apresentam a forma de “Y” e sdo compostos por 4 polipéptidos — 2 pares idénticos de cadeias
leves e pesadas que se dobram em regides constantes e variaveis. Os bracos do “Y” (regides
Fab) incluem as regides varidveis das cadeias leves e pesadas e ditam a especificidade da ligagao
antigénica. Existem 4 tipos de ligagdo Ag-Ac: hidrofobicas, de hidrogénio, eletrostaticas e de
forcas de van der Waals. Os parametros e reagentes utilizados na técnica de ICC visam
aumentar a forca destas ligagdes, como por exemplo o aumento da temperatura fortalece as
forcas de van der Waals. Por outro lado, o “tronco” do “Y” (regido Fc) consiste nas regides
variaveis das cadeias pesadas e serve como o local de conjugacdo de sistemas de dete¢do ou de
ligacdo de anticorpos secundarios (Ramos-Vara, 2005; Camus et al., 2020; Santangelo et al.,
2021).

Existem varios tipos de Ac disponiveis, produzidos através da imunizagdo de um
animal (rato, por exemplo) com um antigénio purificado, particularmente monoclonais ou
policlonais. Os Ac monoclonais reconhecem um epitopo particular de um Ag, o que lhe confere
uma elevada especificidade e minima colora¢dao de fundo. Por outro lado, os Ac policlonais,
sd0 os mais utilizados em medicina veterindria e reconhecem multiplos epitopos de um
antigénio em particular, sendo desta forma menos especificos, ainda que com maior

sensibilidade (Ramos-Vara, 2005; Camus et al., 2020; Santangelo et al., 2021).
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Regido Fab Regido Fab

Cadeia pesada
Cadeia leve

Regido Fc

Figura 10 - Estrutura do Anticorpo. (Adaptado de Camus et
al., 2020)

2.4.4.1.3. Metodologia geral e Interpretacio

A técnica de ICC, de forma prética, pode-se dividir nas fases pré-analitica, analitica e

pos analitica (Santangelo et al., 2021).
2.4.4.1.3.1. Fase preé-analitica

A fase pré-analitica diz respeito a colheita da amostra até ao seu armazenamento. A
quantidade e qualidade celular presente nas amostras € crucial para ditar a utilidade diagnostica
da ICC, na medida em que elevada lise celular, necrose ou células pouco preservadas
dificultardo a ligacdo Ac-Ag e resultardo em grandes quantidades de fundo imunorreativo. A
fixacdo ¢ uma etapa geralmente necessaria de modo a prevenir os fendémenos de autdlise e
estabilizar o material celular, sendo os agentes fixadores mais utilizados a acetona, o formol e
os fixadores de alcool (etanol ou metanol, por exemplo). Por fim, as amostras deverdo ser
refrigeradas ou congeladas caso ndo sejam processadas de imediato e ndo estejam fixadas, uma
vez que apenas permanecem preservadas 1-2 semanas a temperatura ambiente (Ramos-Vara &
Miller, 2014; Skoog & Tani, 2011; Camus et al., 2020; Santangelo et al., 2021).

2.4.4.1.3.2.Fase analitica

A fase analitica diz respeito a metodologia relacionada com a técnica em si,
nomeadamente se ¢ utilizada uma técnica manual ou automadtica, se € necessaria recuperagao
antigénica, qual o método utilizado (direto ou indireto) e ainda relativamente ao sistema de
detegdo. A realiza¢do de ICC manual ou automatica esta geralmente dependente da casuistica
do laboratorio, na medida em que nos casos em que sdo recebidas muitas amostras sera
vantajosa a utilizacdo de ICC automadtica. Outras vantagens incluem uma monitorizagdo mais
eficaz da técnica (alarmes de temperatura, por exemplo), a possibilidade de realizar ICC em

massa de forma mais rapida e a possibilidade de os técnicos disporem de mais tempo para
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atividades paralelas. Por outro lado, na ICC manual existe maior dificuldade em padronizar e
monitorizar a técnica devido a variagdes individuais entre os técnicos (Haines & West, 2005;
Valli et al., 2009; Prichard, 2014; Skoog & Tani, 2011; Camus et al., 2020; Santangelo et al.,
2021).

De modo a visualizar-se a rea¢do de ICC, o Ac primario ou secundario devera estar
conjugado com um mecanismo de marcacdo, tal como um fluorocrémo, um metal ou, mais
comumente na microscopia Otica, uma enzima (peroxidase, fosfatase alcalina ou glucose
oxidase) que, ao reagir com um substrato, produz um precipitado colorido. Os precipitados
utilizados, por exemplo, no caso da enzima peroxidase, poderdo ser a 3,3’-diaminobenzidina
(precipitado castanho) ou o 3-amino-9-etilcarbazol (precipitado azul). Os métodos de dete¢ao
(Figura 11) poderao ser diretos, no caso de se visualizar a ligagdo direta entre o Ac primario e
o Ag, ao passo que o sistema indireto requer a ligacdo de um Ac secundario ao Ac primario.
Este ultimo ¢ considerado superior relativamente ao método direto, nomeadamente por
apresentar maior sensibilidade, apesar de apresentar maior probabilidade de coloragdo do
fundo. Estdo disponiveis varios kits comerciais com sistemas de dete¢do que ligam diretamente
a molécula de marcacao (fluorocromo, metal ou enzima) ao Ac secundéario num polimero. Para
além disto, devera realizar-se também uma contracoloragdo que permita avaliar a morfologia
celular, utilizando-se geralmente a hematoxilina (Ramos-Vara, 2005; Ramos-Vara & Miller,

2014; Camus et al., 2020; Santangelo et al., 2021).

L e
Vaha i\!?

|

A B

Figura 11 - Sistema de detegio da ligagio anticorpo e antigénio. A - Método direto: ligagio do Ac primario ("Y"
azul) ao Ag (bola verde) com a particula de detecdo a vermelho; B - Sistema de detecdo indireto: surge um Ac
secundario ("Y" roxo) ligado ao Ac priméario. (Adaptado de Camus et al., 2020)

A recuperagao antigénica (RA) podera ser necessaria em casos de amostras fixadas ou
para antigénios especificos (nucleares, por exemplo). A fixacdo pode alterar a estrutura
tridimensional das proteinas alvo, deixado os epitopos indetetaveis pelos Acs. O método mais
frequentemente utilizado ¢ a RA pelo calor com a utilizagdo de uma solugdo tampao a pH 6,
sendo o método enzimatico menos utilizado. A RA pelo calor pode ser realizada tanto num

equipamento simples como um micro-ondas, como em camaras especializadas (Valli et al.,

37

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina Veterinaria



Inés de Brito Neves Barroca | Linfoma canino: estudo de 307 casos com imunofenotipagem em laminas citologicas

previamente coradas

2009; Dupré & Courtade-Saidi, 2012; Ramos-Vara & Miller, 2014; Camus et al., 2020;
Santangelo et al., 2021).

E relevante a utilizagio de controlos positivos ou negativos devidamente validados
para uma apropriada interpretacdo da ICC, de forma a garantir que todos os aspetos da técnica
foram realizados corretamente e que ndo se levantam questdes relativamente a marcacdo. O
controlo positivo diz respeito a amostras nas quais se espera imunocolora¢do, enquanto no
controlo negativo se espera o contrario. Estes ultimos sdo geralmente controlos de amostra
negativos (células cujo Ag de interesse ndo ¢ expresso) ou controlos de Acs negativos (por
exemplo, omissdo do Ac na incubacdo da amostra). O controlo positivo requer a utilizagdo de
células que expressam o antigénio de interesse. E relevante que estes controlos sejam utilizados
para cada Ac e que passem pelas mesmas etapas que a amostra principal (Camus et al., 2020;
Burry, 2011; Santangelo et al., 2021).

2.4.4.1.3.3.Fase pos-analitica

A fase pos-analitica diz respeito a interpretagdo e realizagdo do respetivo relatorio. A
ICC devera ser interpretada em paralelo com a respetiva amostra citologica (Figura 12), tendo
em conta conhecimentos relacionados com outros dados de patologia clinica. Nao existe
nenhum limiar que defina um resultado como positivo, na medida em que cada laboratério
devera quantificar o numero de células positivas, a intensidade da coloragdo, bem como a
localizagdo (membranar, citoplasmatica ou nuclear) (Barger et al., 2017; Camus et al., 2020;

Santangelo et al., 2021).
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B

Figura 12 -Linfonodo de um cdo com linfoma de células B. Cima - Linfocitos imaturos neoplésicos de grandes
dimensdes e linfocitos de pequenas dimensdes. Mitose atipica a direita, em baixo; Centro - Marcagdo com CD20:
Imunorreatividade na maioria dos linfocitos de grandes dimensdes; Baixo - Marcagdo com CD3:
Imunorreatividade apenas nos linfocitos de pequenas dimensdes. (x1000, May-Griinwald Giemsa/CD20/CD3)
(Fotografias gentilmente cedidas pela Professora Doutora Nazaré Pinto da Cunha).

2.44.1.4. Vantagens, desvantagens e desafios

A ICC, quando executada de forma adequada, poderd ser uma ferramenta
extremamente valiosa, com varias vantagens em relagdo a IHC. A principal vantagem esta
relacionada com a rapidez, na medida em que as amostras citoldgicas poderdo ser colhidas, tal
como ja mencionado anteriormente, de forma rapida, pouco invasiva e relativamente barata,
sendo a ICC realizada de seguida. Isto traduz-se na obten¢do de diagnodstico e,
consequentemente, planeamento do tratamento mais rapidos. Ainda, uma técnica pouco
invasiva de colheita esta diretamente relacionada com diminuig¢do do desconforto do animal e
risco anestésico limitado (Sapierzynski et al., 2012; Ramos-Vara & Miller, 2014; Camus et al.,
2020; Santangelo et al., 2021).

As principais desvantagens e desafios estdo relacionados com variagdes na qualidade
da amostra e incapacidade de a avaliar antes da realizacdo da ICC. Em casos de amostras com
escassa celularidade, abundante lise celular ou necrose os resultados poderdo ser inconclusivos
e resultar em grandes quantidades de fundo imunorreativo (Skoog & Tani, 2011; Camus et al.,
2020; Santangelo et al., 2021). Contudo, uma possivel resolugdo deste ponto assenta na

utilizagdo de laminas citologicas previamente coradas na técnica ICC, ainda que seja rara a sua
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men¢do na bibliografia médico-veterinaria (Cunha 2016, Dorfelt et al., 2019; Raskin et al.,
2019; Cunha 2020). Outras desvantagens incluem dificuldade em aceder a amostras de controlo
apropriadas e a quantidade diminuta de estudos comparativamente com a IHC (Camus et al.,
2020; Santangelo et al., 2021).
2.4.4.1.5. Outras aplicacoes além do Linfoma

A ICC devera ser aplicada apos a andlise citoldgica e determina¢do duma lista de
diagnosticos diferenciais. Apds isto, deverd aplicar-se um painel de anticorpos apropriado para
confirmar um diagndstico e/ou refutar outros. Como método de diagnostico, estas técnicas sao
utilizadas para a identificagcdo da linhagem celular de neoplasias (por exemplo, neoplasias de
células redondas pouco diferenciadas poderao ser de dificil distingdo morfologica), para obter
informagdo progndstica de determinada neoplasia (por exemplo, a padrdes de expressao do c-
Kit em mastocitomas) ou para a deteciao de agentes infeciosos (por exemplo, a identificacdo do
antigénio da peritonite infeciosa felina (PIF) (Fernandez et al., 2005; Priest et al., 2017; Valli
et al., 2009; Felten et al., 2019). No caso particular de linfoma, a ICC permite ndo s6 observar
a presenga ou auséncia de imunorreagdo, como também determinar a morfologia das células
em que a expressao antigénica ¢ ou ndo observada, possibilitando observar se as células sdao
pequenos linfécitos maduros e parte da populagdo normal do linfonodo, ou se se tratam das

células neoplasicas (Figura 12) (Wilkerson et al., 2005; Sapierzynski, 2010).

2.4.5. QOutras técnicas de diagnostico

Existem outras técnicas moleculares que poderdo ser utilizadas em caso de duvida
entre uma proliferagdo benigna ou maligna de linfécitos, como ¢ o caso da técnica de
Polymerase Chain Reaction (PCR) for Antigen Receptor Rearrangements (PARR). Uma vez
que o linfoma advém da expansao clonal de um determinado tipo celular caracterizado por uma
sequéncia de DNA especifica e tnica desse tumor, esta técnica permite amplificar essas regioes,
determinando assim a malignidade da neoplasia (Burnett et al., 2003; Zandvliet, 2016).

Estd também descrita a possibilidade de utilizagdo de biomarcadores (proteinas
séricas) para diagnostico e monitorizagdo de LC ainda que ndo exista evidéncia cientifica

suficiente que comprove sua a aplicabilidade (Zandvliet, 2016; Vail et al, 2020).

2.5. Estadiamento

Apbés o estabelecimento do diagnostico definitivo, devera ser determinada e
categorizada a extensdo da patologia, de forma a determinar a presenga ou auséncia de

metastases. O grau de implementa¢do de um protocolo de estadiamento e importancia do
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mesmo estdo relacionados com a capacidade de tomar decisdes e prever o prognoéstico,
prevendo a sua resposta a terapia (Vail et al., 2020). O esquema de estadiamento mais utilizado
no linfoma em animais domésticos foi estabelecido pela WHO e classifica os caes em estadios
de I a V com base no local anatomico afetado e em subestadios “a” ou “b”, tendo em conta a
apresentacdo clinica (Tabela 6) (Owen, 1980). Contudo, os testes de diagnostico necessarios
antes de se atribuir um estadio ndo estdo bem estabelecidos, ao contrario do que acontece em
medicina humana, cujos critérios de abordagem diagnostica inicial, bem como de tratamento,
se encontram bem padronizados (Regan et al., 2013; Biller et al., 2016; Vail et al, 2020). As
recomendacdes de Marconato et al. (2017) para estadiamento de linfoma multicéntrico passa
pela realizagdo de hemograma completo e avaliagdo do esfregaco sanguineo, métodos
imagiologicos para avalia¢do toracica e abdominal e a avaliagdo citologica de figado, bago e
medula Ossea.

A ultrassonografia poderd também apresentar grande utilidade no que diz respeito a
colheita guiada de amostras que assim o justifiquem. Métodos avancados de diagnostico como
a TAC, imagem por ressonancia magnética (MRI, do inglés “Magnetic Resonance Imaging”) e
tomografia por emissdo de positrdes (PET, do inglés “Positron emission tomography”) estdo a
comegar a ser utilizados de forma mais comum em Medicina Veterindria e a sua importancia

no de estadiamento de LC tem vindo a ser avaliado (Zandvliet, 2016; Vail et al, 2020).

Tabela 6 - Estadiamento clinico de linfoma em animais domésticos. (Adaptado de Owen, 1980)

Localizacao anatomica

A. Generalizado

B. Alimentar

C. Timico

D. Pele

E. Leucemia*

F. Outros (SNC, ocular, entre outros)

Estadio Extensao anatomica

I Envolvimento de um unico linfonodo e
tecido linféide num tnico orgdo **

II Envolvimento de varios linfonodos numa
area regional

I Envolvimento linfonodal generalizado
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v Envolvimento hepatico e/ou esplénico
A" Manifestagao hematologicas e

envolvimento da medula dssea e/ou outros

orgaos
Subestadio Sinais sistémicos
a Nao
b Sim

*S06 envolvimento de sangue e medula dssea; ** Excluindo medula ossea

2.6. Tratamento

A abordagem terapéutica em relagdo a um cdo com linfoma deverd ter em conta
diversos fatores como o subtipo de linfoma, estadio e subestadio da doenga, presenca ou
auséncia de sindromes paraneoplasicos, o estado geral do animal, bem como fatores financeiros.
A quimioterapia ¢ o tratamento mais aplicado em casos de LC (Moore, 2016; Thamm, 2019).

Tendo em conta as manifestagdes sistémicas de linfoma de graus intermédio e alto, a
abordagem terapéutica com recurso a quimioterapia ¢ a mais frequentemente utilizada. Para
além disto, o linfoma ¢ uma das neoplasias mais responsivas a quimioterapia em caes (Moore,
2016; Thamm, 2019).

Existem protocolos de quimioterapia com recurso a um unico agente, como € o caso
da doxorrubicina (DOX), mas os protocolos quimioterapicos que apresentam maior sucesso sao
os multimodais. Sem tratamento, os cdes diagnosticados com linfoma de alto grau geralmente
apresentam um tempo de sobrevivéncia de até 6 semanas. Este tempo de sobrevivéncia aumenta
progressivamente com quimioterapia, sendo que 50% dos cdes com linfoma de alto grau
sujeitos a um tratamento com quimioterapia multimodal terdo um tempo de remissdo de
aproximadamente 7-10 meses, apresentado um tempo de sobrevivéncia de aproximadamente
10-14 meses (Ito et al., 2014; Thamm, 2019). A maioria dos protocolos quimioterapicos de
primeira linha para o tratamento de LC publicados incorporam ciclofosfamida, doxorrubicina,
vinscritina e prednisona (CHOP), com duracdes variaveis entre 15 a 25 semanas. Contudo,
estes protocolos poderdo ou nao incluir agentes terapéuticos adicionais (L-asparginase, por
exemplo), bem como variar na sua ordem, dosagem e duracdo. Estes protocolos contam com
taxas de resposta completa (RC) de 85% a 95% e medianas de tempo de sobrevivéncia de 6 a

12 meses (Marconato et al., 2011; Regan et al., 2013; Thamm, 2019).
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Nos casos de saida de remissdo ou de falha na resposta aos protocolos de primeira
linha, recorre-se aos protocolos de resgate que geralmente resultam em taxas de resposta mais
baixas, com duragdo mais curta e que tendem a apresentar mais toxicidade. Os agentes
utilizados com mais frequéncia em protocolos de resgate incluem rabacfosadina, actinomicina
D, mitoxantrona, DOX (se nao tiver sido utilizada anteriormente), dacarbazina, temozolomida,
lomustina, L-asparginase, mecloretamina, vincristina, vimblastina, procarbazina, prednisona e
etoposido (Zandvliet, 2016; Vail et al, 2020).

Contudo, a resposta dos linfomas de alto grau a quimioterapia ¢ divergente, como por
exemplo nos casos de LCB que sdo mais quimiosensiveis aos protocolos convencionais de
CHOP, que os LCT (Marconato et al., 2011). A titulo de exemplo, num estudo de Beaver et al.
(2010) foi avaliada a resposta inicial de cdes com LCB e LCT a uma dose unica de DOX e foi
encontrada uma taxa de resposta geral significativamente mais baixa nos LCT (50%),
comparando com os LCB (100%). Deste modo, os casos de LCT refletem-se em tempos de
remissdo e de sobrevivéncia mais curtos, comparativamente com os casos de LCB. Parte da
explicacdo da resposta mais baixa no caso dos LCT podera residir no facto de que certos tipos
de células T apresentam 40 vezes mais expressao genética de mutacao genética de resisténcia a
multiplos fArmacos 1 (MDRI1, do inglés “multidrug resistance mutation I’) que as células B.
A MDRI1 codifica a glicoproteina-P e os farmacos transportados por esta (doxorrubicina e
vincristina) apresentam menos eficacia. Uma vez que os agentes alquilantes (por exemplo,
lomustina, mecloretamina, procarbazina, entre outros também utilizados como agentes de
resgate) ndo sdo afetados por MDRI, serda pertinente considerar a sua utilizagdo como
tratamento de primeira-linha em LCT, existindo ja alguns estudos neste ambito, apesar de ainda
ndo estar estabelecida qual a abordagem terapéutica a ter em casos de LCT de alto grau
(Brodsky et al., 2009; Moore, 2016; Morgan et al., 2018). Num estudo de Regan et al. (2013)
31% dos clinicos utilizaram protocolos de primeira linha diferentes nos casos LCT, incluindo
maioritariamente lomustina, mecloretamina e procarbazina.

Uma vez que a quimioterapia afeta predominantemente células ativamente em
replicagdo, devera ser utilizada de forma cautelosa em linfomas pouco proliferativos, como € o
caso dos linfomas indolentes, salvo em estadios avancados. Devido ao seu comportamento
indolente apresentam longos tempos de sobrevivéncia com baixas taxas de resposta aos
protocolos de quimioterapia, sendo recomendavel que cdes com este tipo de linfoma,
assintomaticos e sem impacto da neoplasia na qualidade de vida, apenas sejam monitorizados

(Zandvliet, 2016; Vail et al, 2020). Num estudo de Valli et al. (2013) a mediana de sobrevida
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em TZL foi superior em 9,2 meses nos casos ndo sujeitos a quimioterapia, comparando com os
que receberam quimioterapia. Nao existindo consenso na literatura na institui¢ao de tratamento
em cdes com TZL, Moore (2016) sugere que em casos assintomaticos apenas se institua a
monitorizagdo dos linfonodos periféricos e dos pardmetros hematologicos; sendo apenas
recomendado que se inicie tratamento tendo em conta alguns critérios tais como: presenca de
sinais clinicos (WHO, subestadio b), progressao rapida, disfun¢do organica devido a infiltragao

neoplésica, entre outros.
2.7. Prognostico

Sao varios os fatores de progndstico que t€ém vindo a ver avaliados no LC. Ainda que
em Medicina Humana exista uma metodologia de estratificagdo do prognostico através de
sistemas de pontuagdo como por exemplo através do International Prognostic Index (IPI), em
Medicina Veterindria ndo existem indices semelhantes para o LC (Zandvliet, 2016; Fontaine et
al., 2017).

Os fatores que aparentam ter maior relagdo com o prognoéstico sao o imunofendtipo, a
extensdo da patologia (estadio WHO), a presenga ou auséncia de manifestagdes sistémicas
(subestadio WHO), e a subclassificagdo de linfoma indolente. Um estadio mais elevado (por
exemplo, estadio V), subestadio b e o imunofendtipo de células T (em linfomas de alto grau)
tém vindo a ser associados a tempos de remissao e de sobrevivéncia mais curtos. Por outro lado,
o linfoma indolente est4 associado a um melhor progndstico, comparativamente com linfomas
de graus intermédio e alto (Teske, 1994; Ponce et al., 2004; Wilkerson et al., 2005; Valli et al.,
2011; Sapierzynski et al., 2012; Moore, 2016; Fontaine et al., 2017; Chan et al., 2018; Vail et
al., 2020).

Sao exemplo de outros fatores que parecem ter relacdo negativa com o progndstico a
presenca de linfadenopatia mediastinica cranial, o tratamento prévio com cortico-esterdides, os
resultados da patologia clinica no momento do diagnoéstico (anemia e hipercalcemia), a
localizagdo anatdémica afetada (linfoma mediastinico, linfoma gastrointestinal difuso, linfoma
hepatoesplénico e linfoma primario do SNC) e niveis de elevados de expressdo de Ki-67
(Zandvliet, 2016; Deravi et al., 2017; Morgan et al., 2018).

O presente trabalho teve por base o estudo de 307 casos de imunofenotipagem de LC,
efetuada entre Abril de 2020 e Marco de 2021, através da técnica de ICC em laminas citologicas
previamente coradas. Assim, os objetivos deste trabalho sdo:

= Determinacdo do imunofendtipo de 307 casos de LC através de ICC em laminas
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citologicas previamente coradas;

= Andlise descritiva da amostra de caes com diagndstico de linfoma tendo em conta a
idade, sexo, porte, raga e distribuicao pelo imunofendtipo.

= Estudo da relacdo entre a variavel imunofendtipo com as variaveis raga, porte da raga,

1dade e sexo do animal.

III. Material e Métodos

1. Recolha de dados

Os dados recolhidos para a realizag@o deste trabalho sdo referentes ao periodo de Abril de
2020 a Margo de 2021, tendo estes resultados sido obtidos através da base de dados do
laboratorio CEDIVET, com o programa SisLab. Consultaram-se os relatorios de
imunocitoquimica realizada em casos de linfoma previamente diagnosticado citologicamente e
a ficha dos animais em questdo, acedendo-se aos dados relativos a espécie, raga, sexo e idade.

As ragas foram ainda classificadas consoante o porte em grande, médio e pequeno.

1.1. Critérios de inclusao e exclusio

O presente trabalho baseou-se no estudo dos casos submetidos ao laboratorio
CEDIVET no periodo de Abril de 2020 a Margo de 2021 para realizagdo de ICC em laminas
citologicas previamente coradas para determinag¢do do imunofenétipo (n=384).

Foram incluidos no estudo os casos de cdes com diagnostico citologico de linfoma
cujas laminas eram referentes a linfonodos, 6rgaos internos (bago, figado e intestino), massas
intra ou extra-cavitarias e fluidos cavitarios (n=307), sendo excluidos os referentes a espécie

felina ou os realizados em esfregaco sanguineo (n=77).
2. Metodologia utilizada

2.1. Protocolo de Imunocitoquimica

O protocolo subjacente a técnica de imunocitoquimica para imunofetipagem de
linfoma teve uma prévia valida¢do interna, tendo-se utilizado como gold standard a
imunohistoquimica.

A coloragdo imunocitoquimica foi realizada em laminas citoldgicas previamente
coradas com diagndstico linfoma, no Laboratorio de Anatomia Patologica (LAP), laboratorio

integrante do mesmo grupo do CEDIVET (Unilabs), através do método automatizado. Esta
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técnica realizou-se nas plataformas automaticas VENTANA® BenchMark XT para os
anticorpos policlonal de coelho anti-CD20 (Policlonal, BIOCARE MEDICAL, LLC; dilui¢ao
1:50) e monoclonal de coelho anti-CD3 (2GV6, VENTANA®, Roche Diagnostics; ready to
use) e VENTANA® BenchMark ULTRA para o anticorpo monoclonal de coelho anti-PAXS5
(SP34, VENTANA®, Roche Diagnostics; ready to use). Foi realizada recupera¢ao antigénica
pelo calor com Cell Conditioning 1 buffer (CC1, VENTANA®) para CD3 e CD20 e/ou PAXS,
antes da incubagdo com os anticorpos primdrios. Utilizou-se o sistema de dete¢do indireto Kit
Optiview™ com o cromogénio 3,3’-diaminobenzidina (DAB). Foi realizado contraste com
hematoxilina. Considerou-se como controlo positivo interno a marcagao de células linféides B

e T residentes nas amostras analisadas.

2.2. Interpretacio da Imunocitoquimica

O diagnéstico do imunofendtipo B ou T teve como base um sistema de gradagdo da
percentagem de células imunorreativas para cada marcador utilizado, observado ao microscopio
optico:

e 1:<5% de células imunorreativas

o 2:5-25% de células imunorreativas
e 3:25-50% de células imunorreativas
e 4:50-75% de células imunorreativas
e 5:>75% de células imunorreativas

A atribuicdo de um imunofendtipo dependeu da presenca de >75% de células
imunorreativas (imunorreatividade de grau 5) para um dos marcadores celulares, em paralelo
com uma baixa imunorreatividade celular (imunorreatividade de grau 1 ou 2) para o(s)
marcador(es) da linhagem contraria. Assim sendo, o linfoma foi caracterizado como B ou T
consoante a positividade prevalente para CD20 e PAXS5 ou CD3, respetivamente. Os casos que
ndo se enquadravam nestes pardmetros foram dados como inconclusivos.

As amostras foram ainda classificadas quanto a qualidade da seguinte forma:

e Fraca qualidade: baixa celularidade e/ou abundante lise celular.
e Razoavel qualidade: moderada celularidade e/ou ocasional lise celular

¢ Boa qualidade: elevada celularidade; sem lise celular ou rara lise celular
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2.3. Analise estatistica

Os dados recolhidos foram organizados sob a forma de uma base de dados no programa
Microsoft Office Excel ®. Posteriormente, a analise estatistica envolveu medidas de estatistica
descritiva (frequéncias absolutas e relativas, médias e respetivos desvios-padrdo) para a
determinagdo do imunofenotipo do LC e caracterizagdo da amostra e estatistica inferencial para
o estudo da relacdo entre as variaveis raga, porte, sexo e idade com a varidvel imunofenotipo.
O nivel de significancia para rejeitar a hipotese nula foi fixado em o < .05. Nesta, utilizou-se o
teste de independéncia do Qui-quadrado, o teste do Qui-quadrado de ajustamento, o teste de
Fisher e o teste t de Student para amostras independentes. A normalidade de distribui¢do foi
analisada com o teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de distribuicdo com o teste de
Levene. O pressuposto do Qui-quadrado de que ndo devem haver mais do que 20% das células
com frequéncias esperadas inferiores a 5 foi analisado. Nas situacdes em que este pressuposto
ndo estava satisfeito usou-se o teste do Qui-quadrado por simulagdo de Monte Carlo. As
diferengas foram analisadas com o apoio dos residuos ajustados estandardizados. A analise
estatistica foi efectuada com o software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)

versao 27.

IV. Resultados

1. Determinaciao do imunofenotipo do LC

A técnica de imunocitoquimica utilizada permitiu a imunofenotipagem de 92,8% dos
casos (285/307), sendo 84,2% (240/285) classificados como LCB ¢ 15,8% (45/285) como
LCT. Nas figuras 13 e 14 encontram-se exemplos de casos de linfoma com imunofenotipo T e

B, respetivamente.
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Figura 13 — Linfonodo de um cdo com linfoma de células T. Maioria das células
imunorreativas para CD3. (x630, CD3) (Fotografia gentilmente cedida pela Professora
Doutora Nazaré Pinto da Cunha).

Figura 14 — Linfonodo de um cdo com linfoma de células B. Cima - Maioria das
células imunorreativas para CD20; Baixo — Raras células imunorreativas para CD3.
(x630, CD20 e CD3) (Original da autora).

Os restantes 22 casos (7,2%) foram dados como inconclusivos. Relativamente a estes,
observou-se que 50% das amostras eram de boa qualidade, sendo as restantes 27,3% e 22,7%

de razoavel e fraca qualidade (Figura 15), respetivamente. Na Tabela 7 encontra-se o estudo
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pormenorizado dos casos inconclusivos, com a distribui¢do dos mesmos segundo a
imunorreatividade celular para os anticorpos utilizados, bem como a respetiva variagdo da

qualidade da amostra para cada grupo.

Tabela 7 - Distribui¢do dos casos inconclusivos segundo a IR e variagdo da qualidade das amostras.

Grupo IR celular IR IR celular Variacio da FA FR
(CD3) celular (PAXS) qualidade da
(CD20) amostra
| 1,20u3 1 ou?2 1 ou?2 Fraca a boa 16 72,7%
1I 3o0u4d 3o0u4d Nao Fracaa 3 13,6 %
aplicavel razoavel
nestes
casos
101 1 5 5 Fraca 2 9,1%
(quando
aplicavel)
v 5 5 Nao Boa 1 4,6%
aplicavel
nestes
casos
Total 22 100%

Legenda: IR — Imunorreatividade; FA — frequéncia absoluta; FR — frequéncia relativa; 1: <5% de células
imunorreativas; 2: 5-25% de células imunorreativas; 3: 25-50% de células imunorreativas; 4: 50-75%

de células imunorreativas; 5: >75% de células imunorreativas.
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Figura 15 - Exemplo de citologia com escassa celularidade enviada para o laboratorio
CEDIVET para realizagdo de imunofenotipagem de linfoma. De notar a presenga de elevado
contetdo hematico. Pertence ao grupo II dos casos inconclusivos. (x100, May-Griinwald
Giemsa) (Fotografia gentilmente cedida pela Professora Doutora Nazaré Pinto da Cunha)

2. Caracterizacdo da amostra de cies com linfoma

Da populagdo de 307 caes incluidos no estudo, obteve-se informacao relativa a idade
em 285 casos. A média de idade foi de 8,6 anos + 3,1 anos e a mediana de 9 anos, variando
entre um minimo de 1 e um méximo de 17 anos (Figura 16). Existe uma maior percentagem de
machos (63.5%) e de caes sem raga definida (SRD)/cruzados (50.5%). A restante caracterizacao
da amostra, com a respetiva distribui¢do das varidveis pelo imunofenotipo, encontra-se
representada na Tabela 8. Nesta, encontram-se descritas apenas as ragas encontradas com maior
frequéncia, e as restantes categorizadas como “Outras”. No Apéndice A encontram-se listadas

todas a racas presentes na amostra.
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Tabela 8 - Caracterizacdo da amostra.

Variavel n (%) B T Total
n (%) n (%)

Sexo
Macho 195 (63,52%) 154 (81,48%) | 35(18,52%) | 189 (100%)
Fémea 110 (35,83%) 85 (90,43%) 9(9,57%) 94 (100%)
Sem info. 2 (0,65%) nc nc nc
Total 307 (100%) -

Porte
Pequeno 26 (8,47%) 23 (95,83%) 1 (4,17%) 24 (100%)
Meédio 45(14,66%) 35 (81,40%) 8 (18,60%) 43 (100%)
Grande 81 (26,38%) 59 (83,10%) 12 (16,90%) | 71 (100%)
Sem info. 155 (50,49%) nc nc nc
Total 307 (100%) -

Racga
SRD 155 (50,49%) 123 (83,67%) | 24 (16,33%) | 147 (100%)
Labrador r. 25 (8,14%) 16 (76,19%) 5(23,81%) 21 (100%)
Golden r. 15 (4,89%) 11 (91,67%) 1 (8,33%) 12 (100%)
Staff. bull t. 8(2,61%) 5(62,50%) 3 (37,50%) 8 (100%)
Boxer 8(2,61%) 4 (50%) 4 (50%) 8 (100%)
Outras 96 (31,27%) 81 (91,01%) 8 (8,99%) 89 (100%
Total 307 (100%) -

Legenda - Células laranja: frequéncias relativas e absoluta da amostra total (n = 307). Células azuis:

distribui¢ao das varidveis relativamente ao imunofenotipo (B ou T, excluindo os inconclusivos), ndo

contabilizando os casos sem informacdo; Abreviaturas: nc — ndo contabilizado; SRD — sem raca

definida; Labrador r. — Labrador retriever; Golden r. — Golden retriever; Staff. Bull t. — Staffordshire

Bull Terrier.
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Figura 16 - Grafico com a distribuicao da frequéncia relativa da idade (em anos) na populagio
estudada.

3. Relacdo entre variaveis raca, porte, sexo e idade com
imunofendtipo
A determinacdo da relacdo entre as variaveis referidas com o imunofenétipo foi
determinada apenas nos casos com diagnostico de imunofendtipo (285/307).
3.1. Rac¢a e imunofenotipo

Foi encontrada relagdo estatisticamente significativa entre a raga e imunofenotipo (p =
.013). Foi encontrada uma associa¢do entre a raga Boxer com o imunofendtipo T (residuos
ajustados > 1,96) e entre “Outras racas” com o imunofenotipo de células B (residuos ajustados

> 1,96) (Tabela 9).
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Tabela 9 - Racas e imunofendtipo.

Imunofendtipo
B T

Raca  Boxer Contagem 4 4
Contagem Esperada 6,7 1,3

Residuos ajustados 2,7 2,7*

Golden retriever Contagem 11 1
Contagem Esperada 10,1 1,9

Residuos ajustados 7 -7

Labrador retriever  Contagem 16 5
Contagem Esperada 17,7 3,3

Residuos ajustados -1,0 1,0

Outras Contagem 81 8
Contagem Esperada 74,9 14,1

Residuos ajustados 2,1* -2,1

SRD/Cruzado Contagem 123 24
Contagem Esperada 123,8 23,2

Residuos ajustados -3 3

Staffordshire bull ~ Contagem 5 3
terrier Contagem Esperada 6,7 1,3
Residuos ajustados -1,7 1,7

Legenda: *valores que revelam a existéncia de associago entre as categorias (residuos ajustados >1,96).
3.2. Porte e imunofenotipo

A relagdo entre porte e imunofenétipo foi determinada apenas nos 138 casos em que
existia informacao relativamente a este parametro. A relagdo encontrada ndo ¢ estatisticamente

significativa (p = 0.245).

3.3.Sexo e imunofendtipo

A relagdo entre o sexo e o imunofendtipo ndo € estatisticamente significativa (p =

056).
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3.4. Idade e imunofenotipo

A diferenca de idades entre os dois imunofenodtipos ndo ¢ estatisticamente

significativa, (p = 0.408) (Tabela 10).

Tabela 10 - Idade e imunofenotipo.

Imunofenétipo de células B Imunofenétipo de células T
M DP M DP Sig.
Idade 8.73 2.99 8.32 2.85 0.408

Legenda: M — Média; DP — Desvio padrao.
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V. Discussao

Em primeiro lugar, o presente estudo permitiu a classificagdo de 92,8% dos casos
submetidos a ICC em laminas citologicas previamente coradas, o que revela uma boa eficacia
deste exame e um futuro promissor quanto ao seu uso mais difundido.

Relativamente ao diagndstico do imunofendétipo, a bibliografia consultada refere uma
prevaléncia de 61,4% a 82,6% de LCB, ao passo que os LCT s3o menos frequentes (13% a
38,6%) (Fournel-Fleury et al., 1997; Dobson et al., 2001; Modiano et al., 2005; Guija de
Arespacochaga et al., 2007; Sapierzynski et al., 2010; Comazzi et al., 2018). Neste trabalho,
também se verificou uma frequéncia mais elevada para o imunofenétipo de células B (84,2%),
ligeiramente superior a reportada. A frequéncia do imunofendtipo de células T (15,8%)
encontra-se dentro dos valores previamente reportados. Contudo, a percentagem de LCT
encontrada poderd ser mais baixa do que a real e, consequentemente, sobrevalorizar a
frequéncia do imunofendtipo B. Tal facto podera ser resultado de a entidade responsavel pelo
envio da maioria dos casos ter adotado outros métodos diagnosticos (PARR ou
histopatologia/THC) em certos casos com diagnostico dubio de linfoma (geralmente linfoma de
pequenas células), métodos esses que confirmaram o imunofenétipo T na maioria dos casos.
Assim, uma vez que estes casos nao foram sujeitos a uma andlise ICC, ndo fizeram parte da
presente amostra. Outra possivel explicagdo podera ser o facto de que os laboratorios poderao
ndo enviar determinadas amostras para imunofenotipagem por deduzirem que, pelas
caracteristicas observadas citologicamente (Figura 9), se trata de um linfoma de células T, sem
necessidade de outros exames confirmatorios.

Os casos com imunofenétipo inconclusivo corresponderam a 7,2% dos casos e foram
divididos em 4 grupos, de forma a facilitar a sua interpretacao (Tabela 7). Ainda que grande
parte dos estudos ndo refira a presenca de casos em que ndo foi possivel diagnosticar-se o
imunofendtipo, um estudo de Guija de Arespacochaga et al. (2007) referiu uma percentagem
ainda maior de casos inconclusivos (19,5%).

O grupo I corresponde a maior parte dos casos sem diagndstico de imunofendtipo e
teve como causa subjacente o facto da imunorreatividade para ambas as linhagens celulares ser
relativamente baixa (1, 2 ou 3) (Tabela 7), tendo também sido esta uma das causas subjacentes
aos diagnoésticos inconclusivos no estudo de Guija de Arespacochaga et al. (2007). Possiveis
justificagdes para estes casos incluem: 1) linfomas nao-B-ndo-T, tal como referido por outros

autores (Caniatti et al., 1996; Ponce et al., 2010); 2)imunorreatividade celular dimiminuida
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possivelmente devido a fraca qualidade da amostra, apenas nos casos em que isso se verifica
3) neoplasias nao linfoides, cujo diagnostico citologico prévio tenha sido equivoco. Neste caso,
poderia estar presente apenas uma pequena populacdo mista de linfocitos de fundo que
justificaria a imunorreatividade.

O grupo II refere-se aos casos cuja percentagem de células imunorreativas para os
marcadores (CD3 e CD20) de ambas as linhagens celulares ¢ equivalente (Tabela 7), algo
também observado no unico caso do grupo IV, ainda que neste seja evidente uma grande
percentagem de células imunorreativas e amostra de boa qualidade (Tabela 7). Estes factos
podem ter como possiveis justificacdes: 1) apenas no grupo II, a qualidade da amostra que
interfere com a interpretacao da imunorreatividade celular; 2) no grupo IV, existéncia de co-
expressao dos marcadores CD3 e CD20 tal como ja reportado na literatura (Brachelente et al.,
2016; Nakagun et al., 2018; Noland & Kiupel, 2018). Os motivos subjacentes a esta dupla
expressdo sdo desconhecidos. Todavia, uma das hipoteses assenta na possibilidade das células
T neoplésicas adquirirem uma expressdo aberrante do marcador CD20 no curso da sua
transformagdo (Wilkerson et al., 2005; Nakagun et al., 2018). Nos estudos reportados
(Brachelente et al., 2016; Nakagun et al., 2018; Noland & Kiupel, 2018), a imunorreatividade
celular para PAXS foi negativa, algo que ndo foi possivel avaliar neste trabalho porque este
marcador ndo foi utilizado nestes casos em especifico. Nestes estudos foi ainda, relevante a
realizacdo de PARR para apoiar a clonalidade para células T, de forma a confirmar o
imunofendtipo. Nos casos do presente estudo ndo existem informagdes relativamente a possivel
existéncia de técnicas de diagndstico posteriormente realizadas; 3) possibilidade de se tratar do
subtipo especifico Linfoma de grandes células B rico em células T, uma condicdo de
diagnostico desafiante e raramente reportada em caes. Este subtipo de linfoma caracteriza-se
por uma populacdo mista constituida por células B neoplésicas e células T, geralmente
pequenas, ndo neoplasicas. Este tipo de populacdo dificulta o diagnéstico uma vez que ird
ocorrer a expressao de ambas as linhas celulares (Aquino et al., 2000; Chung et al., 2014); 4)
diagnéstico citoldgico equivoco, tratando-se antes de uma linfadenopatia reactiva; 5) presenca
de um linfoma composto, uma condi¢do que apresenta uma incidéncia inferior a 1% de todas
as patologias linfoides em Medicina Humana (Wang et al., 2014) e, do conhecimento da autora,
apenas reportada uma vez em caes (Matsuyama et al., 2019). O linfoma composto define-se
pela presenca de duas ou mais formas morfoldgicas ou de imunofenotipo diferentes que
ocorrem no mesmo tecido ou 6rgdo e cujas etiologia e patofisiologia ndo se encontram ainda

bem compreendidas (Demurtas et al., 2011; Wang et al., 2014).
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Os casos referentes ao grupo III (Tabela 7) apenas enfatizam a importancia de uma
amostra de boa qualidade uma vez que nestes casos, apesar de existir uma imunorreatividade
celular possivelmente compativel com o imunofendtipo de células B em determinadas areas
intactas da amostra, a abundante lise celular foi frequente na maioria dos campos, o que
impossibilitou a emissdo de um diagndstico definitivo.

Relativamente a existéncia de casos inconclusivos, realga-se a importancia da
utilizagdo de um painel de marcadores para ambas as linhagens celulares, de modo a aumentar
a probabilidade de se obter diagndsticos precisos (Caniatti et al., 1996). Para além disto, estes
casos teriam beneficiado de outros métodos de diagnostico, tais como PARR, de forma a que
pudesse existir um esclarecimento adicional quanto a origem celular das neoplasias em questao
(Brachelente et al., 2016; Nakagun et al., 2018; Noland & Kiupel, 2018). Contudo, tais
informagdes relativas ao seguimento dos casos sdo inexistentes.

Como segundo objetivo deste estudo pretendeu-se realizar uma caracterizacdo da
amostra dos 307 caes com linfoma (Tabela 8).

No que diz respeito a idade, o LC ¢ diagnosticado em animais com idades varidveis,
podendo ir desde animais muito jovens a geriatricos, com uma média de idade ao diagndstico
de 6,3 a 8,1 anos (Gavazza et al., 2001;Edwards et al., 2003; S6zmen et al., 2005; Pinello et al.,
2017).. No presente estudo o valor ¢ ligeiramente mais elevado (8,6 anos), com a maioria dos
casos entre os 9 e os 11 anos (Figura 16), a semelhanca do reportado por (Modiano et al., 2005).

Segundo a literatura veterindria em geral, parece ndo existir predisposi¢ao sexual para
o desenvolvimento de LC, apesar desta tematica ser ainda ambigua e alvo de alguma discussao
(Jankowska et al., 2017). Contudo, grande parte dos estudos consultados referem uma maior
prevaléncia linfoma em machos (56%-62%), comparativamente com fémeas (38%-44%), a
semelhanca do que se observa no presente estudo (Tabela 8) (Jagielski et al., 2002; Sapierzynski
et al., 2010; Van Rooyen et al., 2018). Isto podera ir de encontro ao sugerido por Villamil et al.,
(2009) que, ao encontrar um maior risco para o desenvolvimento de linfoma em cadelas nao
esterilizadas, em paralelo com o conhecimento de que a incidéncia de linfoma em mulheres
aumenta depois dos 50 anos, levanta a hipotese dos estrogénios endogenos apresentarem um
papel protetor no desenvolvimento desta neoplasia. Porém, no presente estudo nido houve
informacgodes relativas a esterilizagdo ou nao dos animais e, portanto, este fator ndo foi tido em
consideragdo para o estudo.

Relativamente ao porte e a raga, caes sem raca definida (SRD) representam cerca de

metade da amostra (Tabela 8), uma frequéncia mais elevada do que a reportada na literatura
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(1% - 30,5%) (Sapierzynski et al., 2010; Vezzali et al., 2010; Valli et al., 2013; Ernst et al.,
2016; Pinello et al., 2019), traduzindo-se em igual valor de animais sem informagao
relativamente ao porte, dado que a categorizagdo relativamente a este tltimo foi realizada tendo
em conta a raca. A categorizacdo secundaria da raga foi realizada de forma a facilitar a analise
estatistica, uma vez que a amostra do presente estudo ¢ constituida por uma grande variedade
de racas (Apéndice A). Grande parte dos casos com informagdo relativamente ao porte foram
racas de grande porte (Tabela 8) o que vai, de uma forma geral, de acordo com o reportado na
literatura (Valli et al., 2013; Pinello et al., 2019) . Na literatura veterinaria existem diversos
estudos que fazem referéncia a prevaléncia de linfoma segundo a raga, existindo resultados
variaveis consoante a regido geografica (Ponce et al., 2010; Van Rooyen et al., 2018). Estas
variagdes geograficas poderdo estar relacionadas com a varidvel popularidade das racas
consoante os locais, levando a que um niimero mais elevado de determinadas ragas seja
submetido a cuidados veterinarios. Todavia, as ragas identificadas de forma mais comum com
elevada prevaléncia de linfoma na literatura s3o Boxer, Bulmastife ¢ Buldogue inglés, mas
também Doberman, Rottweiler, Boiadeiro de Berna, Dogue-de-bordéus, Labrador Retriever e
Golden Retriever (Edwards et al., 2003; Jankowska et al., 2017; Comazzi et al., 2018; Van
Rooyen et al., 2018). Num estudo recente de Pinello et al. (2019) a raga Labrador retriever
aparece como a segunda raca com maior frequéncia de linfoma, logo a seguir aos cdes SRD, a
semelhanca do observado no presente estudo. Também num estudo de Comazzi et al. (2018)
esta raca foi a raga pura mais frequente na amostra. Neste trabalho seguem-se, ainda, por ordem
decrescente de frequéncia, as ragas Golden retriever, Staffordshire Bull Terrier e Boxer, algo
que ndo vai totalmente de acordo com a literatura, uma vez que o Boxer geralmente surge como
a raga com maior prevaléncia de linfoma, tendo ja sido, inclusive, identificada como uma raga
com maior risco de desenvolver esta neoplasia (Edwards et al., 2003).

Foi encontrada uma relacdo estatisticamente significativa entre o imunofendtipo e a
raca, mais concretamente em relagdo aos Boxers, que apresentam uma associacdo com o LCT
(Tabela 9), apesar de ambos os imunofenotipos apresentarem frequéncias semelhantes para esta
raca (Tabela 8). Por outro lado, as restantes racas apresentam uma elevada frequéncia de
imunofendtipo B (Tabela 8). A relagdo encontrada entre o Boxer e o LCT remete para a
possibilidade desta raga ser predisposta para este imunofendtipo, como ja reportado por outros
autores (Modiano et al., 2005; S6zmen et al., 2005; Ponce et al., 2010; Comazzi et al., 2018).
Particularmente num estudo de Lurie et al. (2008) com uma amostra constituida apenas por

Boxers com linfoma multicéntrico, 85% dos casos apresentaram imunofenotipo de células T.

58

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina Veterinaria



Inés de Brito Neves Barroca | Linfoma canino: estudo de 307 casos com imunofenotipagem em laminas citologicas

previamente coradas

Para além disto, também o Labrador Retriever (Comazzi et al., 2018) e Dogue-de-bordéus
(Jankowska et al., 2017) foram ragas reportadas com predisposi¢ao para este imunofendtipo. A
categorizagdo realizada neste estudo impediu determinar qual ou quais as ragas com possivel
predisposicdo para o imunofenétipo de células B. Todavia, estudos reportam a existéncia de
relacdo entre este imunofenotipo e as ragas Rottweiller e Pastor alemao (Comazzi et al., 2018;
Pastor et al., 2009). A predisposicao de determinadas ragas para linfoma e para determinado
subtipo de linfoma, reforca o facto de que heritabilidade terd um papel chave na etiologia desta
neoplasia (Modiano et al., 2005; Van Rooyen et al., 2018). Por outro lado, ndo foi encontrada
uma relagdo estatisticamente significativa entre o porte do animal e imunofenotipo. Parte da
explicagdo podera residir no facto de que todos os caes SRD (mais de metade da amostra) nao
terem feito parte desta analise estatistica em particular, uma vez que ndo existia informacao
relativamente ao seu porte. Tal como esperado, observa-se uma elevada frequéncia do
imunofendtipo B em todos os portes (Tabela 8), devido a elevada percentagem de LCB na
amostra. E de realcar que, no conhecimento da autora, sio raros os estudos que procuraram
determinar a relacdo entre cdes categorizados pelo porte e o imunofenétipo. Contudo, num
estudo de Pinello et al. (2019) foi encontrada uma relagdo estatistica significativa entre racas
de pequeno e médio porte com o imunofenotipo de células B.

Neste estudo, a propor¢do do imunofenotipo em machos e fémeas assemelha-se ao
observado nas restantes variaveis, com uma elevada frequéncia de LCB (Tabela 8) devido ao
motivo ja descrito. Contudo, ndo foi encontrada uma relacdo estatisticamente significativa entre
0 sexo e o imunofenotipo, o que vai de encontro ao reportado por Pinello et al. (2019) e Ponce
et al. (2010). Em contrapartida, S6zmen et al. (2005) reportou uma predisposicdo de machos
para o imunofendtipo B e a auséncia predisposi¢ao de sexo para o imunofenotipo de células T.

Relativamente a idade, ainda que para o imunofendtipo B a média de idades seja
ligeiramente mais elevada (Tabela 10), ndo foi encontrada uma relacdo estatisticamente
significativa, o que vai de acordo com a literatura consultada (Modiano et al., 2005; Ponce et
al., 2010).

A imunofenotipagem de linfoma ¢ uma ferramenta essencial para a subclassificacdo
de linfoma e, por sua vez, permite que, a nivel clinico, seja feita uma previsdo do progndstico
e do tratamento implementado, uma vez que o imunofenotipo de células T (a excecdo dos
linfomas indolentes), estd associado a tempos de remiss@o mais curtos e a taxas de resposta ao
tratamento mais baixas (Dobson et al., 2001; Moore, 2016). Neste caso, a imunofenotipagem

realizada em laminas citologicas previamente coradas numa plataforma automatizada permitiu
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a implementacdo deste método de diagnostico nas mesmas amostras em que o diagndstico
citologico inicial ¢ efectuado, economizando tempo com novas colheitas realizadas
exclusivamente para a analise ICC. Para além disto, permitiu prever a qualidade das amostras
de forma a garantir que, sempre que possivel, estas dispunham da qualidade necessaria (boa
celularidade com rara ou inexistente lise celular) para a realizagdo da analise. Deste modo, ¢
possivel obter-se o diagnostico de linfoma e posterior subclassificagdo relativamente ao
imunofendtipo, com apenas uma colheita de amostra minimamente invasiva. Através desta
técnica ¢ possivel obter-se resposta relativamente ao imunofenotipo num periodo de 1-3 dias,
algo que tem vindo a ser vantajoso para as entidades laboratoriais que, a nivel Europeu,
solicitam este servigo.

Este trabalho conta com algumas limitagdes, existindo a falta de algumas informagdes
que poderiam ter sido relevantes para o trabalho. Informacao relativamente ao peso dos animais
teria permitido uma categorizagdo relativamente ao porte na totalidade dos casos, permitindo
uma analise estatistica mais fidedigna relativamente a este pardmetro. Por outro lado,
conhecimento relativamente ao curso dos casos teria sido conveniente no esclarecimento do
diagnostico final dos casos sem imunofendtipo diagnosticado, determinando assim a causa
subjacente a estes resultados inconclusivos. Por ultimo, outra limitagdo deste estudo reside no
facto de ndo terem sido realizados, em paralelo, outros métodos gold standard (histopatologia
e IHC) para confirmacdo dos diagndsticos, particularmente para os inconclusivos. Contudo, a
validagdo da técnica de ICC foi ja efectuada por Raskin et al. (2019) e Dorfelt et al. (2019), e o
protocolo realizado neste estudo foi validado internamente, previamente a realiza¢do deste
estudo.

Este trabalho proporcionou o estudo de linfoma e respetivo imunofenoétipo numa
grande amostra populacional de 307 cdes, tendo também procurado esclarecer a existéncia de
determinadas caracteristicas que possivelmente ditem a predisposicdo para determinado
imunofendtipo. Do conhecimento da autora, este ¢ um dos poucos estudos em medicina
veterinaria e o Unico em Portugal que refere a utilizagdo de laminas citologicas previamente
coradas para andlise ICC, apresentado uma casuistica consideravelmente superior aos poucos

previamente reportados na literatura.
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VI. Conclusao

Em suma, o presente estudo avaliou 307 casos de LC classificados com ICC em
laminas citoldgicas previamente coradas, caracterizando-se ainda a amostra e a relacdo do
imunofendtipo com as variaveis relacionadas com os animais (raga, porte, sexo ¢ idade). Foi
possivel determinar-se o imunofendtipo em 92,8% dos casos e o linfoma mais frequentemente
diagnosticado foi o de células B (84,2%). Procurou-se propor possiveis justificacdes para os
7,2% de casos inconclusivos. A amostra revelou uma elevada frequéncia de caes SRD
diagnosticados com linfoma, maioritariamente machos, de porte grande e com uma idade média
de 8,6 anos. Foi possivel determinar-se uma relacdo estatisticamente significativa entre o
imunofendtipo e a raca, verificando-se uma associagdo entre a ragca Boxer com LCT. Os
resultados foram, de uma forma geral, de acordo com a literatura consultada.

Os objetivos deste estudo, apesar das limitagdes ja referidas, foram atingidos. Contudo,
ressalva-se o facto de ndo ter sido possivel obter-se conclusdes definitivas em relacdo aos casos
sem imunofenotipo diagnosticado.

Este estudo levanta a possibilidade a existéncia de possiveis fatores genéticos com
impacto na etiologia de linfoma e respetivo subtipo, na medida em que determinadas ragas
parecem determinar a predisposi¢@o tanto para linfoma como para certos subtipos.

No futuro, seria interessante realizar um estudo semelhante complementado por um
vasto painel de marcadores na analise ICC, em paralelo com anélise histopatologica e IHC de
forma a confirmar o diagnodstico e estudar a concordincia entre ambos os métodos.
Acrescentado a isto, do ponto de vista clinico, seria determinante a recolha de toda a informacao
clinica dos casos, de forma a estudar a relacdo dos subtipos de linfoma com a resposta ao
tratamento e respetivo prognoéstico. Por tltimo, seria de valor a expansao do estudo com outras

espécies animais, nomeadamente felinos, equinos ou espécies exoticas.
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VIII. Apéndices

Apéndice A - Informacio complementar da amostra

Tabela A1 — Frequéncias relativa e absoluta de todas as ragas presentes na amostra.

Raga Frequéncia Relativa Frequéncia Absoluta
SRD/CRUZADO 50,5% 155
Labrador retriever 8,1% 25
Golden retriever 4,9% 15
Staffordshire bull terrier 2,6% 8
Boxer 2,6% 8
Galgo 2,3% 7
Border collie 2,0% 6
Cocker spaniel 2,0% 6
Buldogue francés 1,6% 5
Bulmastife 1,6% 5
Beagle 1,6% 5
Cavalier king charles spaniel 1,3% 4
Rottweiler 1,3% 4
Shih-tzu 1,3% 4
Pastor alemao 1,0% 3
Shar-pei 1,0% 3
Chihuahua 1,0% 3
Dogue alemao 1,0% 3
Dobermann 1,0% 3
Springer spaniel inglés 0,7% 2
Serra da estrela 0,7% 2
Schnauzer 0,7% 2
West highland white terrier 0,7% 2
Lhasa apso 0,7% 2
Jack russel terrier 0,7% 2
Yorkshire terrier 0,7% 2
Teckel 0,3% 1
Whippet 0,3% 1
Boiadeiro de Berna 0,3% 1
Dogue de bordéus 0,3% 1
American Staffordshire Terrier 0,3% 1
Pinscher 0,3% 1
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Weimaraner 0,3% 1
Pit bull 0,3% 1
Bull terrier 0,3% 1
Pointer inglés 0,3% 1
Bichon Frisé 0,3% 1
Poodle 0,3% 1
Malamute-do-alasca 0,3% 1
Border Terrier 0,3% 1
Terra-nova 0,3% 1
Bichon Maltés 0,3% 1
Parson russell terrier 0,3% 1
Scottish terrier 0,3% 1
Basset Hound 0,3% 1
Airedale Terrier 0,3% 1
Leao da Rodésia 0,3% 1
Total Geral 100,0% 307
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