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Caracterizacao e Classificacéao de 45 casos de Linfoma ndo-Hodgkin do gato, de
acordo com o esquema da Organizagdo Mundial de Saude (OMS)

Resumo

O linfoma é um dos tumores hematopoiéticos mais frequentemente
diagnosticados no gato. Neste estudo retrospetivo foram utilizadas amostras
previamente diagnosticadas como linfoma ndo-Hodgkin de 45 gatos, com os objetivos
de caracterizar as entidades de “linfoma” segundo a OMS e analisar a concordancia de
trés marcadores pan fendtipo B (CD79acy; BLA.36 e Pax5). Todas as amostras foram
processadas segundo técnica validada pelo servi¢co de Anatomia Patoldgica do Instituto
Portugués de Oncologia, Francisco Gentil, Lisboa.
As entidades de linfoma distribuiram-se da seguinte forma: o Linfoma B difuso de
células grandes, variante imunoblastico (29%, 13/45) foi o subtipo mais frequente,
seqguido pelo Linfoma T Associado a enteropatia (17,8%, 8/45). Foram observadas
expressdes positivas das moléculas CD3 em 100% dos linfomas T, do BLA.36 em
100% dos linfomas B e em 9% (2/22) dos linfomas T, da molécula CD79acy em 87%
(20/23) dos linfomas B e da molécula Pax5 em 83% (19/23) dos linfomas B.

Os nossos resultados confirmam a aplicabilidade do esquema de classificacdo
OMS ao linfoma do gato e demonstram a necessidade do uso de diferentes anticorpos
para a detecdo de moléculas especificas de linhagem B e T para a defini¢do do fendtipo
do linfoma.

No conhecimento do autor este é o primeiro trabalho realizado em Portugal
aplicando o sistema de classificacdo da OMS, assim como a conjugacdo de trés

diferentes marcadores de linhagem B no linfoma ndo-Hodgkin do gato.

Palavras-chave: Linfoma ndo-Hodgkin do Gato, Células B, Imunocitoquimica, Sistema

de classificacdo OMS.



Characterization and Classification of 45 cases of cats’ non-Hodgkin Lymphoma

according to World Health Organization (WHO) scheme

Abstract

Feline lymphoma is one of the most common hematopoietic tumours in this

species. In this retrospective study, 45 previously diagnosed as non-Hodgkin feline
lymphoma were used to characterize according to WHO classification system and to
analyse the concordance of three pan B-cell markers (CD79acy; BLA.36 e Pax5). All
the samples were processed according to the validated technique currently used by the
Instituto Portugués de Oncologia, Francisco Gentil, Lisboa.
The most common subtype was the immunoblastic form of Diffuse Large B Cell
Lymphoma (DLBCL) (28,9%, 13/45), followed by Enteropathy Associated T Cell
Lymphoma (EATCL) (17,8%, 8/45). The immunostaining results revealed that anti-
BLA.36, anti-CD79acy and anti-Pax5 antibodies stained positive in, respectively,
100%, 87% and 83% of all B-cell lymphomas, and BLA.36 was also expressed in 9%
(2/22) of all T-cell lymphomas.

Our results confirm the applicability of the WHO classification scheme to feline
lymphoma and shown the importance of using different B and T cell markers for an
accurate lineage determination.

To the best knowledge of the author this was the first study in Portugal using the
WHO classification scheme and to apply three different B-cell markers in feline non-

Hodgkin lymphoma.

Keywords: Feline non-Hodgkin Lymphoma; B-cell; Immunohistochemistry; WHO

classification system.
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1. Introducéo

As neoplasias sdo doencas frequentes em clinica de animais de companhia.
Durante os Ultimos anos, o desenvolvimento da qualidade de infraestruturas nos Centros
de Atendimento Médico Veterindrios aliado ao crescente conhecimento cientifico
lideraram o caminho para o diagndstico mais preciso e aparecimento de novas terapias
para animais de companhia que sofram de doenca tumoral (Morris & Dobson, 2001).
Estudos revelam que, regra geral, um em cada 10 cées e gatos irdo desenvolver um
tumor durante a sua vida (Morris & Dobson, 2001). No entanto, e infelizmente, a
prevaléncia de cancro em animais de companhia continua a aumentar (Vail & Young,
2007). Uma das principais razbes centra-se na idade avangada que 0s animais
domésticos atingem hoje em dia, devido aos avangos na nutricéo, prevencdo de doencas
potencialmente fatais, protocolos terapéuticos melhorados, legislacdo que os protege e
a, cada vez mais forte, ligagdo Homem-Animal (Vail & Young, 2007; North & Banks,
2009).

De um modo geral, o cancro, é uma das causas de morte mais frequentes em
animais de companhia, chegando aos 23% nos Estados Unidos da América (Vail &
Young, 2007) e aos 16% no Reino Unido (Morris & Dobson, 2001). Nos Estados
Unidos da América estima-se que ocorrem cerca de 4 milhdes de novos casos de
cancro/ano em 74 MilhGes de cées e de 4 milhGes de novos casos de cancro/ano em 90
milhdes de gatos domésticos (Hansen & Khanna, 2004).

O linfoma maligno, linfossarcoma, ou como é mais frequentemente designado,
linfoma é uma das doengas malignas mais comuns na clinica de animais de companhia.
E caracterizado pela proliferacio maligna de células linfoides provenientes de qualquer
6rgdo constituido por tecido linfoide, sendo, por isso, uma neoplasia com diferentes
apresentacdes clinicas, podendo tornar o seu diagnostico dificil (Argyle et al., 2008).
Em medicina humana, no diagnéstico de “Linfoma”, é efetuado o seu enquadramento
clinico, a sua caraterizacdo fenotipica, morfolégica e genética, permitindo a
classificacdo do tumor numa entidade especifica e, consequente estabelecimento do
progndstico e da terapéutica mais adequados (Bird et al., 2010). Existem estudos que
comprovam a similaridade morfolégica e fenotipica do linfoma no gato com o linfoma

no cdo e no Homem (Pohlman et al., 2009; Valli et al., 2000).
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1.1. Linfoma - Generalidades

Os linfomas constituem um grupo variado de neoplasias, com origem comum em
linfécitos, localizadas em o6rgédos linfoides, tais como linfonodos, tecido linfoide
associado as mucosas (MALT, do inglés, Mucosa Associated Lymphoid Tissue), baco,
medula 6ssea e timo podendo, no entanto, manifestar-se em qualquer localizacdo
anatémica, dada a mobilidade permitida no organismo aos linfocitos (Morris & Dobson,
2001; Fan, 2003; Vail & Young, 2007; Argyle et al., 2008). Esta neoplasia esta descrita
como uma das mais frequentes no homem (Zelenetz et al., 2011), no cdo (Morris &
Dobson, 2001; Vail & Young, 2007) e no gato (Pohlman et al., 2009; Valli et al., 2000).
Em medicina humana, tem-se verificado ao longo dos anos o aumento da incidéncia de
Linfoma ndo-Hodgkin (3 a 5% por ano). Cré-se que as razfes para este aumento
residam no envelhecimento populacional, maior eficiéncia diagndstica e maultiplos
fatores ambientais e/ou genéticos (Bird et al., 2010).

1.1.1 Nota Histérica
Em 1858 Virchow aplica, pela primeira vez, o termo Linfoma. Bilroth, em 1871
foi o primeiro a empregar a expressdo Linfoma Maligno, sendo esta menos utilizada até
ao seculo XX (Codina, 2002).
Vérios anos mais tarde, Bloom & Meyer (1945) foram os primeiros a descrever o
linfoma no céo, Nielsen & Holzworth (1953) descreveram, pela primeira vez, o linfoma

no gato.

1.2. Linfoma no gato

O linfoma é uma das neoplasias mais frequentemente diagnosticadas e tratadas no
gato (Fan, 2003; Richter, 2003; Grover, 2005; Vail & Young, 2007; Wilson, 2008;
Vezzali et al., 2009; Polton, 2010; Briscoe et al., 2011; Moore et al., 2011). No entanto
a resposta a terapéutica, intervalos livres de doenca e tempos de sobrevivéncia diferem
entre individuos da mesma espécie, 0 que sugere a existéncia de variacdes individuais
de imunidade e do comportamento e tipo biolégico do linfoma. O comportamento
biolégico pode ser influenciado pela localizacdo anatdémica, grau histologico e
imunofendtipo (Teske et al., 1994; Ruslander et al., 1997; Fan, 2003). Em medicina
humana o Linfoma ndo-Hodgkin representa cerca de 4% de novos casos de cancro,
sendo a quinta causa de morte por cancro e o segundo de crescimento mais rapido em
termos de mortalidade (Siegel & Naishadham, 2012).
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1.2.1. Epidemiologia

Alguns autores reportam que a incidéncia de linfoma varia entre os 50 a 90% no
total de todas as neoplasias hematopoiéticas em gatos (Hardy, 1981) dado que os
tumores hematopoéticos representam, aproximadamente, um terco de todos os tumores
do gato, assim, estima-se que a incidéncia de linfoma seja de 200 por 100,000 gatos em
risco (Vail 2013). Esta taxa é superior a do cdo, que regista cerca de 1.5 casos por
100,000 cades com menos de um ano de idade em risco e 84 por 100,000 caes entre os 10
e 11 anos de idade em risco (Vail & Young, 2007). Em medicina humana esta reportada
uma incidéncia de 27 casos por 100,000 homens em risco e 18.8 no caso das mulheres,
independentemente da raga (Howlader et al., 2012). O linfoma ¢, também, uma das
neoplasias mais frequentes em duas outras espécies, 0 cavalo (Kelley & Mahaffey,
1998; Durham et al., 2012), e bovinos (Vernau et al., 1992).

1.2.1.1. Faixas Etéarias

A média de idades dos gatos diagnosticados com linfoma situa-se entre os 10 e
12 anos, valor superior a média de idades dos gatos afetados na era do virus da leucemia
felina (FeLV) (dos 4 aos 6 anos) (Francis et al., 1979; Hardy et al.,1980; Vail et al.,
1998; Louwerens et al., 2005; Vail & Young, 2007; Krick et al., 2011; Moore et al.,
2011). No entanto, existem casos de linfoma reportados em gatos com idades entre os 4
meses e 20 anos de idade (Court et al., 1997). Os gatos mais jovens apresentam,
tendencialmente, a localizacdo mediastinica ou multicéntrica da doenca e sdo FeLV-
antigénio-positivos. Inversamente, os gatos mais idosos sdo tendencialmente FelLV-
antigénio-negativos e apresentam a localizacdo gastrointestinal (Spodnick et al., 1992;
Lane et al., 1994; Mahony et al., 1995; Court et al., 1997; Slawienski et al., 1997;
Gabor et al., 1998; Vail et al., 1998; Zwahlen et al., 1998; Gabor et al., 1999; Peaston
& Maddison, 1999; Rassnick et al., 1999; Louwerens et al., 2005).

1.2.1.2.  Predisposicdo Racial
Encontra-se reportada a tendéncia para o aparecimento de linfoma nas racas
orientais (siamés, principalmente); contudo, qualquer raca pode desenvolver a doenca.
Além disso, estas racas tendem a desenvolver, com maior frequéncia, a localizagdo
mediastinica em gatos jovens (2 anos) FelLV-antigénio-negativos, 0 que sugere
predisposicdo genética e indicia riscos de transmissdo vertical de potenciais proto-
oncogenes. O mesmo acontece com o cao, tendo sido reportada a possivel tendéncia da
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raca Boxer para o desenvolvimento de linfoma T (Court et al., 1997; Gabor et al., 1998;
Lurie et al., 2004; Louwerens et al., 2005; Modiano et al., 2005).

1.2.1.3. Género e Linfoma

Em medicina humana reporta-se a maior tendéncia para 0s homens
desenvolverem linfoma ndo-Hodgkin relativamente & populacdo feminina. Nas
mulheres, a incidéncia da doenca aumenta a partir dos 50 anos de idade, o que sugere
possiveis propriedades protetoras das hormonas femininas nomeadamente estrogenios
(Villamil et al., 2009). Em 2009 foi estudada a influéncia do género e estado
reprodutivo como potencial factor de risco para o desenvolvimento de linfoma no céo
através da recolha de dados de 14,573 casos de linfoma de c&o no Veterinary Medical
Database desde 1964 a 2002. Os resultados revelaram que, tal como em medicina
humana, em canideos, 0os machos apresentam maior risco de desenvolvimento de
linfoma n&o-Hodgkin do que as fémeas. Refere, ainda, que fémeas inteiras apresentam
um risco significativamente menor de desenvolver LnH, o que sugere a funcdo protetora
dos estrogénios; contudo, esta associacdo necessita de ser corroborada em estudos
futuros. E, assim, sugerida a predisposicdo masculina para o desenvolvimento de
linfoma no cdo, mas o papel do género na etiologia desta doenga mantém-se por
determinar (Villamil et al., 2009). No caso do linfoma do gato ndo existem referéncias
concretas relativamente a associacdo entre o risco de desenvolvimento da doenca e o
género. Contudo, estad reportada a tendéncia para os gatos machos desenvolverem a
doenca, dada a maior probabilidade de incidéncia de infecdo por FeLV e/ou virus da
imunodeficiéncia felina (FIV), pelo comportamento erratico e de luta na altura do
acasalamento (Court et al., 1997; Gabor et al., 1998).

1.2.2. Etiologia/Fatores de Risco

A etiologia, na maioria dos casos de linfoma, ndo é conhecida (Polton, 2010).
Sabe-se, no entanto, que esta € multifatorial, podendo ter causas ambientais (fumo de
tabaco, agentes virais, dieta, fatores imunossupressores) e causas individuais (fatores
genéticos e moleculares, imunossupressao, inflamacdo crdnica e influéncia do género)
(Polton, 2010).

1.2.2.1. Fatores Ambientais

Existem evidéncias de que a exposicdo a fumo de tabaco é um fator de risco para

0 desenvolvimento de linfoma no Homem (Brown et al., 1992; Linet et al., 1992; De
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Stefani et al., 1998; Freedman et al., 1998; Herrinton & Friedman, 1998; Miligi et al.,
1999; Parker et al., 2000; Stagnaro et al., 2001). Estudos mais recentes revelam que o
tabaco aumenta o risco de desenvolvimento de linfoma do tipo folicular (Morton et al.,
2005).

Dada a similaridade entre o linfoma do gato e do homem (Vail et al., 1998; Valli
et al., 2000; Bertone et al., 2002) e dada a possibilidade de partilhna do mesmo ambiente
entre proprietarios e gatos foi investigado qual o efeito do fumo de tabaco sobre os
ultimos (Bertone et al., 2002). Os gatos com estilo de vida interior permanecem durante
maior periodo de tempo em contacto com o fumo do tabaco e particulas depositadas no
seu pelo e pele. A exposicdo ao fumo de tabaco é possivel por inalacdo direta e pela
ingestdo de particulas depositadas no pelo e pele, aquando da atividade de limpeza
(grooming) (Bertone et al., 2002). Bertone et al. (2002) conduziu um estudo que
envolveu um grupo de 80 gatos com linfoma e outro com 114 gatos com doenca renal
que se apresentaram na Tufts University School of Veterinary Medicine entre os anos
1993-2000, tendo concluido que gatos com 5 ou mais anos de exposicdo ao fumo de

tabaco apresentam um risco relativo de 3.2, de desenvolverem linfoma.

1.2.2.2.  Agentes Infecciosos

Vérias sao as publicacdes que reportam o aumento do risco de desenvolvimento
de neoplasias hematopoiéticas em gatos infetados com FIV e FeLV (Rojko, et al., 1989;
Callanan et al., 1996; Richter, 2003; Grover, 2005; Vail & Young, 2007; Hartmann,
2011). Estes virus pertencem a familia de retrovirus e sdo os agentes infecciosos mais
comummente associados a doencas em gatos (Hartmann, 2011). O FIV é classificado
como um lentivirus e 0 FeLV como um y-retrovirus. Embora sejam ambos retrovirus,
sdo diferentes no que respeita a sua capacidade de causar doenca. O FeLV revela um
maior impacto na mortalidade da populacdo felina e o FIV, menos patogénico, leva ao
desenvolvimento de trés diferentes fases: a fase aguda com sintomas clinicos, a fase
assintomadtica, e, por fim, a fase terminal de sindrome de imunodeficiéncia adquirida
felina (Goto et al., 2000; Levy, 2000; Hartmann, 2011, 2012). As principais
consequéncias da infecdo por FeLV sdo a anemia, linfoma, leucopenia ou
trombocitopenia, leucemia ou outra doenca mieloproliferativa, imunossupressao,
doencas imunomediadas, neuropatia associada ao FeLV (anisocoria, midriase, cegueira
central, sindrome de Horner, maioritariamente causados por linfoma ou infiltrados

linfociticos), desordens reprodutivas e Sindrome de “fading kitten” (Barnett et al.,
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2003; Lauring et al., 2002). O curso clinico da infecdo varia de acordo com o
hospedeiro e com o tipo de virus (FeLV-A e -B, associados ao desenvolvimento de
tumores, FeLV-C, associado a anemia ndo regenerativa) (Hartmann, 2011, 2012).

No que diz respeito ao linfoma, gatos infetados com FIV apresentam 5.6 vezes
maior probabilidade de desenvolverem este tumor (maioritariamente de fenétipo B,
sendo que os gatos infetados por FeLV desenvolvem, tendencialmente, linfoma de
fendtipo T). Gatos infetados apenas com FeLV e simultaneamente com FIV e FeLV
apresentam 62.1 e 77.3 vezes maior probabilidade de desenvolverem linfoma ou
leucemia, respetivamente, quando comparados com gatos ndo infetados; 0 mesmo se
verifica para outros tumores como o carcinoma espinocelular, fibrossarcoma e
mastocitoma (Shelton et al., 1990a, b; Fleming et al., 1991; Rosenberg et al., 1991a;
Buracco et al., 1992; Callanan et al., 1992; Poli et al., 1994; Terry et al., 1995; Callanan
et al, 1996; Court et al., 1997; Endo et al., 1997; Beatty et al., 1998; Gabor et al., 2001;
Richter, 2003; Grover, 2005; Hartmann, 2011, 2012). Existem autores que sugerem que
a infecdo por FIV pode estar envolvida no desenvolvimento de linfoma B
gastrointestinal, devido a desregulacdo do sistema imunitario ou ativacdo de vias
oncogénicas (Rosenberg et al., 1991b; Buracco et al., 1992). No entanto, existem
autores que reportam que o FIV raramente se encontra associado a gatos com linfoma
gastrointestinal (Slawienski et al., 1997; Vail et al., 1998; Zwahlen et al., 1998). O
provirus do FIV tem sido encontrado ocasionalmente nas células tumorais, sugerindo
oncogénese indireta, através da diminuicdo dos mecanismos de imunovigilancia celular
ou da hiperplasia das células B, o que permite o crescimento tumoral através dos efeitos
imunoestimulantes dos linfocitos em replicacdo ou através da perda do seu controlo
devido a infecdo por FeLV (Endo et al., 1997; Beatty et al., 1998b; Wang et al., 2001;
Hartmann, 2011, 2012). Alguns estudos revelam, no entanto, a presenca de genoma
viral de FIV em células de linfoma o que pode indicar efeito direto na génese do
linfoma (Diehl & Hoover, 1992; Beatty et al., 1998, 2002). Assim sendo ainda ndo é
consensual o papel do FIV no Linfoma gastrointestinal (Gl).

Entre os anos 60 e 80 o FeLV foi considerado o agente mais frequentemente
associado ao linfoma do gato. Esta ficou conhecida como a “era do FeLV”. Durante este
periodo cerca de 60 a 70% dos gatos com linfoma estavam associados a presenca de
antigénios de FeLV (Francis et al., 1979; Hardy et al., 1980; Jeglum et al., 1987,
Mooney, 1989; Jackson et al., 1996; Vail & Young, 2007). O FeLV é responsavel por

maior nimero de mortes que qualquer outro agente infeccioso isolado e é considerado o
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agente viral que mais sindromes clinicas provoca no gato (Hartmann, 2011, 2012).
Encontra-se, inclusivé, descrito o envolvimento do FeLV em desordens
mieloproliferativas (SMP) e mielodisplasicas (SMD) (Hartmann, 2011, 2012).

O mecanismo mais importante pelo qual o FeLV causa cancro esta relacionado

com a insercdo do genoma viral no genoma do hospedeiro, proximo de um proto-
oncogene celular (mais comummente o c-myc) levando a sua ativacao e sobreexpressao.
Estas alteracdes levam a proliferacdo descontrolada da célula afetada, promovendo a
formac&o de clones, existindo, concomitantemente, uma incorreta resposta imune contra
estas células aberrantes (Hartmann, 2011, 2012). Em 1994 foi reportada a prevaléncia
de 32% de transducdo ou insercdo no locus myc. Assim, cré-se que a a¢cdo oncogénica
do FeLV resida na mutagénese de insercdo adquirida, na qual o provirus pode ativar um
proto-oncogene ou desligar um gene supressor de tumor (Tsatsanis et al., 1994).
Estéo identificados seis loci de integracdo do FeLV associados ao desenvolvimento de
linfoma: c-myc, flvi-1, flvi-2 (contém bmi-1), fit-1, pim-1 e flit-1. O flit-1 parece
apresentar um papel importante no desenvolvimento de linfomas timicos, sendo que em
25 destas neoplasias de uma amostra de 35 relacionados com FeLV, cinco revelaram
insercdo de provirus no locus flit-1, ndo sendo expressa em linfomas com diferentes
localizagdes (gastrointestinal e multicéntrico) (Fujino et al., 2009).

Apos os anos 80, verificou-se a reducdo acentuada de gatos com linfoma e
virémia associada, em consequéncia de programas de eliminacdo ou esterilizagdo,
segregacdo e identificacdo de gatos infetados, reforcados pela possibilidade de
vacinacdo, o que reduziu para cerca de 20% os gatos com linfoma associado ao FeLV
(Moore et al., 1996; Vail et al., 1998; Louwerens et al., 2005; Hartmann, 2011; Stdtzer
et al., 2011). O mesmo ndo se verificou relativamente ao FIV, dado que a sua
prevaléncia ndo diminuiu tdo drasticamente (Louwerens et al., 2005).

Os gatos com linfoma no Sistema Nervoso Central (SNC) séo tendencialmente
(85 a 90%) FeLV-positivos, contrariamente ao reportado para o linfoma GI (Spodnick
et al., 1992; Lane et al., 1994; Mahony et al., 1995; Court et al., 1997; Slawienski et al.,
1997; Gabor et al., 1998; Vail et al., 1998; Zwahlen et al., 1998; Gabor et al., 1999;
Peaston & Maddison, 1999; Rassnick et al., 1999; Louwerens et al., 2005). Estas
afirmacGes tém em conta a pesquisa de antigénio de FeLV em circulacdo pela técnica de
Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA), contudo, é possivel que a prevaléncia
de FeLV seja superior na populacgdo felina com linfoma, caso 0 mesmo seja pesquisado
recorrendo a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés Polymerase
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Chain Reaction) (Rohn et al., 1994). Jackson et al., (1993) demonstrou por PCR a
presenca de DNA de provirus em tecido tumoral fixado em formalina e incluido em
parafina de 7 em onze linfomas de gatos FeLV-antigénio-negativos, 0 que sugere uma
prevaléncia superior a reportada na populacéo felina com e sem linfoma. Em relacédo ao
linfoma gastrointestinal a infecdo por FeLV foi detetada em 25% dos casos FeL V-
negativos pelo teste de ELISA (Jackson et al., 1993). Contudo, outros autores,
recorrendo igualmente a técnica de PCR, descreveram prevaléncias inferiores, na ordem
dos 4,5% (Sheets, et al., 1993). Além disso, é possivel detetar antigénios virais no
citoplasma e na membrana celular, recorrendo a técnica de ELISA para pesquisa de
Antigénio de Oncornavirus Associado a Membrana Celular (AOAMC), tendo-se
detetado infecdo viral em 20% dos casos FelLV-antigénio-negativos (Richter, 2003;
Grover, 2005).

Vérios estudos revelam que o fendtipo T predomina em gatos FeLV-positivos e
0 B em gatos FeLV-negativos (Hardy, 1981; Neil et al., 1984). Mais recentemente,
Stitzer et al., (2011) demonstraram que 18/28 (64,3%) gatos FeLV-negativos
apresentavam linfoma de imunofen6tipo T, ao passo que nenhum dos gatos FelLV-
positivo (0/8) evidenciou tumor de imunofendétipo B.

Quanto a associacdo de FeLV e morfologia tumoral, ndo parece haver
associacdo pois, tanto linfomas de alto grau (Linfoma de Linfécitos Grandes
Granulares) como os linfomas de baixo grau (Linfoma linfocitico) parecem nao
apresentar qualquer associacdo com a infecdo com FeLV (Kiselow et al., 2008; Krick et
al., 2008).

Apesar da controvérsia da associacdo da infecdo retroviral com o
desenvolvimento de linfoma, o “estado retroviral” dos gatos com a doenca deve ser
definido, dado que a antigenémia persistente de FelLV acarreta um progndstico
reservado e a dupla infecdo com FIV e FeLV pode promover a desregulacdo da fungéo
imunitaria que, por si sO, ja podera ser afetada pela quimioterapia instaurada para
induzir a remissdo. Assim, devem ser tomadas medidas de monitorizacdo especificas
para estes pacientes (Barrs & Beatty, 2012a).

Apesar da prevaléncia de FeLV na populacédo felina atual estar a diminuir, a
prevaléncia total de gatos com linfoma estd a aumentar, sendo a localizacdo
gastrointestinal a mais frequente, tornando-se importante identificar outras possiveis

causas (Louwerens et al., 2005).
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Outro agente infeccioso sugerido como possivel agente etiolégico para o
desenvolvimento de linfoma no gato é a infeccdo por Helicobacter spp. (Bridgeford et
al., 2008). Em medicina humana esta comprovada a associacdo entre a presenca de
Helicobater pylori (H. pylori) e o desenvolvimento do Linfoma do Tecido Linfoide
Associado a Mucosa (MALT) (Farinha & Gascoyne, 2005). Bridgeford et al., (2008)
associaram a presenca de Helicobacter heilmannii (Hhe) em gatos com linfoma MALT
géstrico. Esta associacdo foi significativa, revelando a presenca do agente em 22/29
casos estudados. Além disso, verificou-se a associacdo da infecdo de Hhe especialmente
com o linfoma linfoblastico, o que abre portas para a realizacdo de estudos prospetivos
para melhor compreensdo da frequéncia e distribuicdo da infecdo por esta bactéria em
gatos saudaveis e com linfoma géstrico (Bridgeford et al., 2008).

Foi recentemente associada a presenca de gamaherpesvirus (GHV) no linfoma
do cdo (Huang et al., 2012). Em medicina humana esta comprovada a associa¢ao entre a
infecdo do virus Epstein-Barr (EBV), um GHV, e o desenvolvimento de Linfoma de
Hodgkin (HL), de Linfoma ndo-Hodgkin (LnH) (incluindo o Linfoma de Burkitt (LB),
de Linfoma B Difuso de Células Grandes (LBDCG) e de Linfoma Natural Killer
(NK/T)). Apesar de existirem muitos estudos incidindo nas proteinas virais com
capacidade de ativar vias oncogénicas, 0s mecanismos através dos quais o0 EBV
contribui para a patogenese das neoplasias linfoides e epiteliais ndo estdo, totalmente,
compreendidos o que impede o desenvolvimento de estratégias para tratar ou prevenir
as neoplasias associadas ao EBV (Huang, et al., 2012). A infe¢do por EBV em cées e
gatos encontra-se descrita (Milman et al., 2011); porém, nos ultimos ndo esta reportada
a associacao com neoplasia hematopoiética.

1.2.2.3.  Fatores Genéticos e Moleculares

Avangos recentes na citogenética molecular, como técnicas de microarranjos de
genes (gene microarray), tém sido utilizados na investigacdo de aberracdes
cromossdmicas em cdes com linfoma, tendo sido documentado ganho nos cromossomas
13 e 31 e perda do cromossoma 14 como aberragdes mais frequentes (Thomas, 2001,
2003a, 2003b). Além disso, a prevaléncia de determinados subtipos de linfoma em
algumas racas esta relacionada a tracos hereditarios (Lurie et al., 2004; Modiano et al.,
2005); em gatos, a elevada incidéncia de linfoma mediastinico em animais jovens (2
anos de idade), FeLV-negativos e de raca oriental (siamés, por exemplo) sugere uma
predisposicdo genética e indica riscos de transmissao hereditaria (Court et al., 1997;
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Gabor et al., 1998; Louwerens et al., 2005). Nos Ultimos anos observou-se uma
expansdo do conhecimento dos eventos moleculares e da tumorigénese em medicina
humana e veterinaria: alteracdes de genes supressores de tumores/oncogenes,
epigenéticas, em vias de transducdo de sinal, e em vias de apoptose sdo comuns em
linfomas do Homem e, possivelmente, em cdes e gatos (Vail & Young, 2007).
Aberracfes dos genes N-ras (oncogene) em cées e gatos (Mayr et al., 2002) e p53
apenas em cdes, embora raros em ambas as espécies, foram demonstradas em alguns
caes e gatos com linfoma (Veldhoen et al., 1998; Nasir & Argyle, 1999; Setoguchi et
al., 2001; Mayr et al., 2003, Sueiro et al., 2004; Sokotowska et al., 2005). Alteracdes da
atividade das telomerases estdo, também, documentadas no linfoma do cdo (Carioto et
al., 2001; Nasir et al., 2001; Yazawa et al., 2003a; Renwick et al., 2006; Zavlaris et al.,
2009) e do gato (Cadile et al., 2001; Yazawa et al., 2003b).

Foram, também, estudadas no LnH do gato alteracBes relacionadas com a
proliferacdo celular e a regulacdo da apoptose, estando envolvidos reguladores do ciclo
celular quinase ciclina-dependentes (Madewell, et al., 2001) e moléculas da familia do
BCL-2 (Dank et al., 2002).

1.2.2.4. Imunossupressao

AlteracGes no sistema imunitario do gato, assim como no cdo e no Homem,
estdo associadas ao desenvolvimento de linfoma. No gato a infecdo por FIV esta
reportada como potencial factor etioldgico do linfoma (Shelton et al., 1990a, 1990b;
Hutson et al.,1991; Terry et al., 1995; Beatty et al., 1998a, b; Gabor et al., 2001; Beatty
et al., 2002). Encontra-se, também, descrito o desenvolvimento de novo de linfoma em
gatos ap0s transplante renal (Wooldridge et al., 2002; Schmiedt et al., 2009) o que
reforca a ligacdo entre a terapéutica imunosupressora e o desenvolvimento de linfoma,

de modo semelhante aos humanos transplantados e imunosuprimidos.

1.2.25. Dieta e o Linfoma Gastrointestinal
Embora ndo tenha sido comprovada a relacdo direta entre a dieta e o
desenvolvimento do linfoma gastrointestinal do gato, esta relacdo foi sugerida por
Louwerens et al. (2005). Esta associacdo é suportada pelo facto de, nos ultimos 20 anos,
se ter observado um aumento absoluto e relativo do nimero de casos de gatos com
linfoma gastrointestinal e pelo facto de, dentro do mesmo periodo de tempo, terem
ocorrido modificacbes no alimento comercial para gatos, com especificagdes para
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determinadas condigBes clinicas com elevada prevaléncia na populacdo felina,
particularmente a doenca do trato urinario felino (Markwell et al., 1998; Vail & Young,
2007). Esta reportado que cerca de 71% dos gatos com diarreia crénica, melhoram a sua
condicdo clinica ap6s mudanca de um alimento comercial relativamente rico em
hidratos de carbono, para alimentos ricos em proteina animal e pobres em hidratos de
carbono (Laflamme & Long, 2004). Além disso, foi sugerido que refei¢cdes compostas
por carne sao melhor fonte proteica para 0s gatos que gluten de milho (Funaba et al.,
2002). Estd comprovada a associacdo da dieta no aumento de incidéncia da Doenca
Inflamatdria/ldiopatica Intestinal (IBD) (Jergens, 2012), e existem autores que sugerem
que a IBD (inflamagéo crénica) pode contribuir para o desenvolvimento de linfoma
gastrointestinal em gatos predispostos (Louwerens et al., 2005).

Em medicina humana estd comprovada a associacdo direta entre a doenca
celiaca (doenca inflamatdria intestinal associada a sensibilidade ao glaten) e o
desenvolvimento de linfoma gastrointestinal (GI). Em individuos geneticamente
predispostos, o Linfoma T Associado a Enteropatia (LTAE) pode-se desenvolver a
partir da transformacao clonal dos linfocitos intraepiteliais intestinais ap6s estimulacéo
antigénica crénica e é a complicacdo neoplasica mais comum associada a doenca celiaca
(Green & Cellier, 2007; Ferreri et al., 2011). Estudos recentes revelam que o subtipo de
linfoma GI mais frequentemente diagnosticado no gato é compativel com o LTAE em
humanos (Moore et al., 2011; Vezzali et al., 2009), porém sdo necessarios mais estudos
que comprovem a associacdo do tipo de alimento com o desenvolvimento deste subtipo

de linfoma no gato.

1.2.2.6. Inflamacéo Crdnica

Embora ndo esteja completamente comprovada a associacdo da inflamacao
cronica com o desenvolvimento de linfoma no gato, existem evidéncias indiretas que
sugerem que o linfoma pode desenvolver-se a partir de estados de inflamacdo crénica.
Tendo sido sugerida a associacao entre IBD (Enterocolite Linfo-plasmocitica) e linfoma
(Tams, 2003; Carreras et al., 2003; Ragaini et al., 2003; Louwerens et al., 2005;
Swanson et al., 2012). Esta associacdo foi reforcada por estudos que descrevem a
associacdo entre o desenvolvimento de sarcomas em locais onde foram realizadas
vacinacfes (Sarcoma associado ao local da vacinagdo), uma sindrome diretamente
relacionada com a inflamacdo que pode, também, predispor ao desenvolvimento de
linfoma (Madewell et al., 2004).
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O desenvolvimento da IBD surge da juncdo de diversos fatores, 1) distarbio na
barreira mucosa do trato gastrointestinal, 2) distdrbio na imunidade da mucosa e 3)
alteracdo da microflora presente na mucosa (Sartor, 2006). No trato gastrointestinal
saudavel a barreira epitelial participa ativamente na regulacéo dos sistemas imunes inato
e adquirido na resposta as agressOes. Recetores nas e entre as células epiteliais
controlam os sistemas inato e adquirido, desempenhando um papel importante na
interacdo entre a barreira mucosa, imunidade e microflora (Abreu et al., 2005; Cario,
2005; Gribar et al., 2008). A desregulacdo dos recetores epiteliais e inter-epiteliais
interrompe a homeostase e 0 nimero elevado de determinadas linhagens bacterianas
podem originar o desenvolvimento da IBD (Dunbar, 2011). Nao estdo comprovados 0s
mesmos mecanismos ou similares na IBD do gato, porém suspeita-se que antigénios
derivados da flora comensal podem desempenhar um papel importante no desenrolar da
doenca. Além disso, é sugerido um papel importante da dieta tanto na etiologia como na
terapéutica da IBD e, embora se suspeite, ainda ndo foi totalmente comprovada a base
genética da IBD em determinadas racas (orientais), apesar de qualquer raga poder
desenvolver a doenca (Jergens, 2012).

A distingdo eficaz entre a IBD e o linfoma gastrointestinal pode ser desafiante
por métodos ndo invasivos, dado que a linfadenopatia dos linfonodos mesentéricos e o
espessamento da muscularis propria, apesar de indicativos, ndo sdo patognomonicos de
linfoma ou IBD (Zwingenberger et al., 2010). Além disso, a prdpria andlise histo-
morfolégica das biopsias totais da parede intestinal pode ndo ser esclarecedora,
devendo-se recorrer a técnicas de Imunohistoquimica e PCR (estudo de clonalidade)
para a diferenciagédo entre inflamacdo e neoplasia linfoide (Waly et al., 2005; Kiupel et
al., 2011; Swanson et al., 2012).

A obtencgéo de amostras por endoscopia dificulta a distin¢do entre IBD e linfoma
Gl, dado que apenas a mucosa é analisada, tornando-se dificil perceber a verdadeira
extensdo dos linfécitos. Além disso, as regides onde o linfoma é mais frequentemente
reportado (valvula ileocecocélica e jejuno) sao de dificil acesso endoscopico (Moore et
al., 2005; Evans et al., 2006; Willard et al., 2008; Kiupel et al., 2011). Evans et al.,
(2006) concluiram que a distin¢éo entre IBD e linfoma Gl s6 pode ser feita através de
bidpsia total da parede do intestino (jejuno e ileo).

Existem varias linhas de evidéncia que suportam a associacdo entre a inflamacéo
cronica e o desenvolvimento de linfoma T (de qualquer grau histolégico) no gato. Um
estudo revela que 60% dos gatos com linfoma T intestinal apresentavam doenca clinica

26



de progressdo crdnica, sugerindo histéria pré-existente de doenca inflamatéria crénica
(Roccabianca et al., 2006). Além disso, encontra-se descrita uma associacdo em 41%
dos casos de gatos com linfoma T de baixo grau a enterite linfoplasmocitica (ELP)
concomitante noutras regides do trato gastrointestinal (Carreras et al., 2003; Lingard et
al., 2009; Briscoe et al., 2011), e estdo documentados casos individuais de aparente
progressdo histolégica de ELP para linfoma gastrointestinal (Davenport et al., 1987;
Hart et al., 1994).

Conforme ja referido, atualmente, a infecdo por FeLV deixou, provavelmente,
de ser o principal factor etiolégico do linfoma do gato; contudo, tem-se observado
aumento da sua incidéncia, o que torna evidente a existéncia de fatores adicionais que
contribuem para o seu desenvolvimento. Assim, devem ser realizadas futuras
investigacdes que ajudem a determinar os verdadeiros potenciais etiolégicos da IBD,
dieta e fatores ambientais no desenvolvimento de linfoma no gato (Mahony et al., 1995;
Krecic & Black, 2000; Louwerens et al., 2005; Roccabianca et al., 2006).

1.2.3. A Classificacdo do Linfoma

Porqué classificar? A classificacdo € a linguagem da medicina: as doencas
devem ser descritas, definidas e nominadas antes de poderem ser diagnosticadas,
tratadas e estudadas. E essencial criar um consenso nas definicbes e terminologia das
doengas para a pratica clinica e investigacdo. Um sistema de classificacdo deve conter
doencas distintamente definidas em termos clinicos e patoldgicos, tendo a capacidade de
abranger todas as entidades conhecidas, para que possa servir de base para estudos
futuros e permitir a incorporacdo de novas informacgdes e descobertas, assim estas se
tornem disponiveis (Swerdlow et al., 2008). A classificacdo tem a grande vantagem de

incluir a totalidade das entidades no contexto de uma unica doenga (Valli, 2007).

1.2.3.1.  Nota Histérica
Ao longo dos anos as classificagdes desenvolvidas para o linfoma ndo-Hodgkin
no Homem foram utilizadas pelos patologistas veterinarios para a classificacdo dos
linfomas das espécies veterinarias afetadas (Vernau et al., 1992; Valli et al., 2000;
Cesari et al., 2009; Vezzali et al., 2009; Valli et al., 2011; Durham et al., 2012).
Ao longo dos dltimos anos verificou-se uma constante atualizagdo dos sistemas de

classificacdo do linfoma em medicina humana e em medicina veterinaria. Esta evolugdo
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deveu-se, essencialmente, a capacidade de diferenciacdo das células pelo seu
imunofen6tipo, identificacdo de diferentes comportamentos clinicos de linfomas com a
mesma morfologia celular e o surgimento de novos conhecimentos sobre os
mecanismos celulares (Valli, 2007).

Em 1942 Gall e Mallory providenciaram um sistema simplificado, baseado na
morfologia celular, que foi alterado em 1966 por Henry Rappaport que, através da
analise de 300 casos de linfoma, removeu o termo clasmatocito, substituiu o termo
linfoma folicular por quatro tipos de linfoma nodular e concluiu que todos os linfomas
com esse padrdo, incluindo a doenca de Hodgkin, apresentavam melhor progndstico. A
classificagdo Rappaport de 1966 representou 0 primeiro sistema de classificacdo a ser
utilizado no linfoma do céo (Valli, 2007).

O primeiro sistema de classificacdo baseado em principios imunolégicos
(categorizacao fenotipica B e T) foi desenvolvido por Karl Lennert, em Kiel, Alemanha,
em 1974, tendo sido revisto em 1988 e em 1992. Lennert, ao designar os diferentes
linfocitos neoplasicos, tendo como comparacdo as células benignas em diferentes
estadios de diferenciacdo, aplicou as categorias de centrdcitos aos linfocitos de
pequenas dimensdes e centroblastos os linfocitos de grandes dimensdes. Este sistema de
classificacdo foi amplamente utilizado na Europa em medicina veterinaria (Valli et al.,
1981; Carter et al., 1986; Greenlee et al., 1990; Fry et al., 2003), sendo, ainda,
atualmente utilizado para a classificacdo de séries de linfomas em espécies veterinarias
(Chino et al., 2013). Na mesma época, o sistema de classificacdo de Lukes-Collins
(Lukes & Collins, 1974) prevalecia na America do Norte em medicina humana e
veterinaria (Teske et al., 1994; Fournel-Fleury et al., 2002).

Por forma a facilitar a comunicacdo entre patologistas e oncologistas clinicos foi
definido o sistema de classificagdo National Cancer Institute Working Formulation
(NCI-WF), largamente utilizado na América do Norte e na maior parte do mundo,
exceto na Europa onde predominava o uso do sistema de Kiel. Este novo sistema de
classificagdo foi aplicado com sucesso na classificacdo do linfoma do gato tendo
revelado a predominancia de linfoma de alto grau (54%), sendo constituidos em mais de
um tergo por entidades do tipo imunobléstico (National Cancer Institute, 1982; Valli et
al., 2000).

Contudo, dada a rigidez deste sistema de classificacdo (NCI-WF), ndo era
possivel a inclusdo de novas entidades, gerando, novamente, dificuldades de
comunicagdo entre patologistas e oncologistas. Para combater este novo problema, em
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1994, o Grupo de Estudo Internacional do Linfoma (ILSG, do inglés International
Lymphoma Study Group) sugeriu um novo sistema de classificacdo, a Revisdo
Europeia-Americana (REAL, do inglés, Revised European-American Lymphoma
classification) que incluia caracteristicas como a morfologia celular, imunofenétipo,
gendtipo e apresentagdo clinica. Este sistema foi amplamente aplicado e mais tarde, em
2000, apenas foram realizados ajustes pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS),
(Harris et al., 2000), tendo sido demonstrada a sua eficacia na classificacdo do linfoma
em medicina humana (The Non-Hodgkin’s Lymphoma Classification Project, 1997) e
tendo sido atualizado em 2008 (Swerdlow et al., 2008). O sistema de classificacdo da
OMS revelou concordéancia entre diferentes patologistas de medicina humana na ordem
dos 85%. Posteriormente o mesmo esquema de classificacdo foi aplicado e validado em
medicina veterinaria (Valli et al., 2011).

1.2.3.2. Esquema de classificacdo de acordo com a
OMS

O sistema de classificacdo da OMS identifica vérias entidades de linfoma e
leucemias como doencas individuais, englobando estudos de topografia, tipo celular,
imunofendtipo, citogenética e analise molecular, sendo os trés primeiros aplicaveis em
termos praticos para o diagnostico e classificacdo do linfoma das espécies veterindrias.
Em 2002, foi criado um sistema de classificacdo para o linfoma de espécies domésticas
tendo como base o sistema de classificagdo da OMS (Valli et al., 2002).

Recentemente, foi comprovada a eficacia do sistema de classificagdo da OMS no
linfoma do cdo, sendo atingida uma concordancia diagnostica entre patologistas de 83%
demonstrando elevada consisténcia e reprodutibilidade diagnostica, bem como
comprovando a importancia da imunofenotipagem para a classificagdo precisa do
linfoma (Valli et al., 2011). O linfoma folicular é o Unico subtipo de linfoma que pode
ser diagnosticado e classificado com precisdo apenas por visualizagdo de cortes corados
com hematoxilina-eosina (HE); porém este subtipo é incomum em medicina veterinaria,
0 que torna a técnica de imunohistoquimica uma importante ferramenta para a
classificacdo do linfoma das espécies domésticas (Valli et al., 2011). Além disso, este
sistema de classificacdo permite a incorporacdo de nova informacdo as entidades
descritas, permitindo, por exemplo, a criagdo de subtipos de entidades de linfoma tendo
em conta a maior especificidade diagndstica e diferentes progndésticos dentro da mesma
entidade.
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No gato, a localizacdo anatomica mais comum ¢é a Gl (representa cerca de 52%
dos linfomas do gato) e, dentro desta, a entidade mais descrita € o LTAE (representa
cerca de 60 a 80% dos linfomas Gl), estando identificados o tipo I, caracterizado pela
existéncia de células pequenas com envolvimento transmural do trato gastrointestinal, e
o tipo 11, mais frequente (cerca de 83% dos LTAE), caracterizado pelo envolvimento
solitario da mucosa intestinal (epiteliotropismo) e associado a taxas de sobrevivéncia e
de resposta a terapéutica superiores em relacdo ao tipo | e ao linfoma B. Esta entidade
de linfoma expressa as moléculas CD3 e CD103 e revela rearranjos clonais do Recetor
de Células T Gama (RCTG) (Vezzali et al., 2009; Moore et al., 2011).

Encontra-se reportada uma localizacdo de linfoma gastrointestinal com menor
prevaléncia, o Linfoma de linfocitos Granulares de Grandes Células (LGGC) em gatos
FeLV-antigénio negativos (Franks et al., 1986; Honor et al., 1986; Goitsuka et al.,
1993; McEntee et al., 1993; Kariya et al., 1997; Darbés et al., 1998). Este tumor é
caracterizado por apresentar na sua composicdo, células grandes redondas com varios
granulos azurofilicos (células NK e T citotoxicas). O imunofendtipo deste tumor é,
essencialmente, CD3, CD57, CD20 negativo, perforina positivo, apresentando as suas
células rearranjo do recetor de células T (RCT). O LGGC surge mais frequentemente no
jejuno, e pode, ou ndo, existir envolvimento dos linfonodos mesentéricos, infiltracdo ou
focos pulmonares, miocardio, glandulas salivares e espinal medula. Em termos
histoldgicos, dada a sua semelhanca, é importante distinguir as células do LGGC, das
células enterocromafins, dos mastécitos e dos eosindfilos (Vail & Young, 2007). O
Anexo Il revela as diferentes entidades ja descritas no gato.

1.2.4. Comportamento Natural e Patologia

O linfoma pode ser classificado com base na sua localizagdo anatomica, critério
histoldgico e caracteristicas imunofenotipicas. Existem, no entanto, diversos sistemas de
classificacdo anatémica para o gato. A prevaléncia das localizagbes anatémicas no gato
varia de acordo com a distribuicdo geografica, infecdo retroviral (FeLV, FIV), genética
e prevaléncia de uso de vacinas contra FeLV. No caso do cdo, cerca de 80% dos animais
afetados apresentam a localizagdo multicéntrica da doenca e apenas cerca de 20 a 40%
dos animais afetados apresentam sinais clinicos (perda de peso, letargia, anorexia e
pirexia) ao diagnostico; ja no gato a localizacdo Gl é a mais prevalente (Gabor et al.,
1998; Vail & Young, 2007; Vezzali et al., 2009; Barrs & Beatty, 2012a).
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1.2.4.1. Linfoma Gastrointestinal/Alimentar

No gato o linfoma é o tumor intestinal mais frequente (55%) seguindo-se o
adenocarcinoma (32%) e mastocitoma (4%) (Rissetto et al., 2011). O linfoma
gastrointestinal (GI) é a localizacdo anatdmica mais comum da doenga no gato,
verificando-se um aumento significativo da sua incidéncia nos ultimos anos (Mahony et
al., 1995; Moore et al., 1996; Gabor et al., 1998; Vail et al., 1998; Kristal et al., 2001;
Grover, 2005; Louwerens et al., 2005; Milner et al., 2005; Vezzali et al., 2009; Weiss et
al., 2010; Moore et al., 2011; Stutzer et al., 2011; Barrs & Beatty, 2012a); existem, no
entanto, autores que descrevem as localiza¢Ges Leuceémica, Mediastinica e Multicéntrica
como as mais frequentes (Jackson et al., 1993; Court et al., 1997). As discrepancias na
prevaléncia de diferentes localizaces anatdmicas em diferentes estudos podem dever-se
ao uso de distintos sistemas de classificacdo anatomica, diferencas de prevaléncia da
infecdo pelos subtipos de FeLV em diferentes areas geograficas, diminuicdo da
incidéncia das localizagdes ndo gastrointestinais desde a implementacdo de programas
de erradicacdo do FeLV e o fato de o linfoma GI, por vezes, ser de dificil distingdo entre
entidade inflamatdria e, por isso, requerer de métodos de diagnéstico mais dispendiosos,
(Hardy, 1981; Barrs & Beatty, 2012a). No céo, tal como em medicina humana os
machos sdo mais afetados que as fémeas; no gato, embora ainda controverso, verifica-se
semelhante relacdo. (Keller et al., 1993; Vail et al., 1996, 2007).

O linfoma alimentar pode afetar o trato digestivo alto (cavidade oral e es6fago)
ou baixo (estdbmago 25%, intestino delgado 50 a 80%, e grosso 15%), figado ou
pancreas, sendo caracterizado pela infiltracdo de linfocitos neoplasicos com ou sem
envolvimento dos linfonodos mesentéricos (Mahony et al., 1995; Zwahlen et al., 1998;
Rassnick et al., 1999; Richter, 2003; Louwerens et al., 2005; Gieger, 2011). Apesar do
linfoma surgir a qualquer idade, os gatos seniores (aproximadamente 13 anos para 0
Linfoma T e 12 anos para o linfoma B) sdo os mais afetados pelo linfoma Gl e a raca
siamesa apresenta maior risco de desenvolvimento desta localizagdo. Além disso, 0
intestino delgado é quatro vezes mais afetado que o grosso e a vasta maioria dos gatos
com linfoma GI sdo FeLV negativos (Louwerens et al., 2005; Lingard et al., 2009;
Gieger, 2011; Moore et al., 2011; Rissetto et al., 2011). Porém, alguns autores,
baseando-se na técnica de PCR para a detecdo de material genético viral, reportam
prevaléncia superior de infegdo por FeLV em gatos com linfoma GI. Os mesmos
detetaram material genético viral em gatos com linfoma e antigenémia negativa, e

sugerem a presenca de infecdo latente como potencial etiologia (Jackson et al., 1993,
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1996). Independentemente do estado retroviral, muitas células de linfoma expressam o
Antigénio de Oncornavirus Associado a Membrana Celular, o que pode indicar
exposicao prévia ao virus sem ter ocorrido infecdo, permitindo associar a importancia
oncogénica do mesmo (Hardy et al., 1980). A associacdo entre a infecdo por
Helicobacter heilmannii foi, também, detetada em 16 de 24 linfomas gastricos de gato,
sugerindo outro potencial agente etioldgico para o linfoma do gato (Bridgeford et al.,
2008).

Em termos macroscopicos o linfoma pode-se manifestar como lesdo focal,
multifocal ou difusa, apresentando-se sem evidentes alteraces macroscopicas
comparativamente com o intestino normal, principalmente quando se trata de linfoma
linfocitico de baixo grau ou LTAE tipo Il. Quando é detetada uma massa no trato
gastrointestinal existe, normalmente, espessamento transmural com ou sem ulceragédo da
mucosa. No estbmago as lesGes podem ser rugosas ou lisas, mais ou menos friaveis,
solitarias, multiplas ou difusamente infiltrativas. No intestino o linfoma manifesta-se
com espessamento excéntrico, preservando o limen; no entanto pode levar a obstrucao
funcional, contrariamente ao que acontece com lesdes carcinomatosas que tendem a
promover obstru¢es mecanicas totais ou parciais do limen intestinal. A hipomotilidade
intestinal e linfadenopatia mesentérica provocadas pelo linfoma podem ser detetadas a
ecografia e/ou ao exame fisico, por palpacdo (Hittmair et al., 2001). A intussusce¢do
pode ser uma consequéncia do linfoma intestinal, sendo o jejuno a regido
maioritariamente afetada (Burkitt et al., 2001). A invasdo hepética pelos linfcitos
neoplasicos ocorre, principalmente, no linfoma linfocitico, originando uma aparéncia
heterogénea do figado, com perda do padrdo lobular e com lesdes multifocais ou
solitarias de coloracdo variavel. Em resumo, a aparéncia macroscopica do linfoma é
bastante variavel em todas as regifes do trato gastrointestinal, devendo, por isso, ser
considerado como um importante diagnostico diferencial em doencas que possam ou
nao causar alterac6es nos 6rgaos abdominais (Richter, 2003).

Em termos histoldgicos o linfoma do gato pode-se dividir em células pequenas -
Linfoma Linfocitico (LL) — e de células grandes — Linfoma Linfoblastico (LBL). O LL
carateriza-se por apresentar baixo grau e ser bem diferenciado, representando cerca de
10 a 13% de todas as localizagcdes de linfoma do gato, e cerca de 37% a 75% dos
linfomas GI do gato (Fondacaro et al., 1999; Lingard et al., 2009; Pohlman et al.,
2009). O LBL apresenta alto grau e é pouco diferenciado. Existe ainda, uma entidade
intermédia designada por Linfoma Gl de Grau Intermédio, que representa cerca de 61%

32



de todos os linfomas gastrointestinais (Gabor et al., 1999), sendo esta entidade muito
similar em termos clinicos ao LBL (Gabor et al., 1999; Valli et al., 2000; Barrs &
Beatty, 2012a). Tendo em conta esta classificagdo, Fondacaro et al., (1999) reportaram
que o LL é 3 vezes mais frequente que o LBL; no entanto, encontram-se descritas
prevaléncias similares entre as duas localizagdes (Lingard et al., 2009) e até
prevaléncias de LBL (64%) superiores relativamente ao LL (Chino et al., 2013).

Recentemente foram classificados 120 casos de linfoma GI do gato de acordo
com o sistema de classificacdo da OMS, tendo em conta o imunofenétipo, o
envolvimento da mucosa (infiltrado neoplasico confinado a mucosa e lamina propria)
ou transmural (extensdo para a submucosa e muscular prépria), a localizacdo anatémica,
o tamanho das células neoplasicas, a presenca de epiteliotropismo, a clonalidade e dados
de sobrevivéncia. Nenhum dos 120 casos revelou infe¢do por FeLV e apenas trés eram
FIV positivos. Este estudo revelou predominancia do linfoma T no intestino delgado e
B no estdmago e intestino grosso. A maioria dos linfomas T sdo compativeis com a
entidade Linfoma T Associado a Enteropatia tipo Il (envolvimento da mucosa), de
células pequenas, com epiteliotropismo, e apresentam clonalidade para o recetor das
células T (Moore, et al., 2011).

Encontra-se descrita uma localizagdo de linfoma menos frequente (6 a 7% de
todos os linfomas GI), o Linfoma de Grandes Células Granulares (LGGC),
caracterizado pela presenca de granulos magenta ou azurofilicos no citoplasma das
células neoplésicas (Krick et al., 2008); este carateriza-se por apresentacdo clinica,
terapéutica e prognostico distintos. Este subtipo de linfoma pode estar subestimado
dado serem necessarias técnicas especiais para evidenciar a granzima B, proteina
presente nos granulos citotoxicos. Além disso, este subtipo de linfoma expressa,
geralmente, as moléculas CD3, CD8, CD103, mas ndo o CD20, representando linfoma
de fenétipo T; podem, também, ndo expressar nenhuma destas moléculas revelando
origem nas células Natural Killer (NK). O LGGC é um subtipo que surge,
maioritariamente, no intestino delgado, com apresentacdo transmural, com
epiteliotropismo, revelando, a maioria, envolvimento ganglionar mesentérico e de
outros 6rgaos abdominais e toracicos (Darbes et al., 1998; Krick et al., 2008; Pohlman
et al., 2009; Gieger, 2011; Moore et al., 2011).

Existe controvérsia quanto ao fendtipo predominante no linfoma Gl do gato, na
medida em que alguns autores referem predominancia do fenétipo B (Jackson et al.,
1996; Vail et al., 1998; Gabor et al., 1999; Patterson-Kane et al., 2004; Waly et al.,
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2005; Pohlman et al., 2009), outros referem o fen6tipo T como mais frequente, sendo
este fendtipo o mais associado a localizacdo epiteliotrépica do linfoma intestinal ou
linfoma de baixo grau (90%) (Zwahlen et al., 1998; Carreras et al., 2003; Vezzali et al.,
2009; Kiupel et al., 2011; Moore et al., 2011; Chino et al., 2013), ao passo que outros
autores descrevem uma reduzida diferenca de prevaléncia entre linfomas B e T em
linfomas de intermédio e alto graus (Jackson et al., 1993, 1996; Roccabianca et al.,
2006; Kiselow et al., 2008; Kiupel et al., 2011). Além disso, foram identificadas fortes
associacOes entre o imunofendtipo e a localizagdo do linfoma GI, sendo o estémago o
local onde predomina o Linfoma B e o intestino delgado onde predomina o linfoma T
(Pohlman et al., 2009; Moore et al., 2011). Os linfomas gastricos de fendtipo B tém a
sua origem no MALT difuso do estdbmago colonizado por Helicobacter heilmannii ou a
partir de nodulos linfoides da mucosa gastrica (Bridgeford et al., 2008; Moore et al.,
2011).

Os sistemas de classificacdo histolégica mais frequentemente aplicados ao
linfoma gastrointestinal do gato sdo o National Cancer Institute Working Formulation
(NCI-WF) e o Revised European-American Lymphoma / World Health Organization
(REAL/WHO) (Fondacaro et al., 1999; Gabor et al., 1999; Valli et al., 2000; Patterson-
Kane et al., 2004; Waly et al., 2005; Cesari et al., 2009; Pohlman et al., 2009; Vezzali
et al., 2009). O sistema NCI-WF classifica o linfoma de acordo com a taxa de
progressdo, reconhecendo trés graus histolégicos (Alto, Intermédio, Baixo), baseando-
se na frequéncia de mitoses por campo de observacdo. O esquema REAL/WHO
classifica o linfoma numa entidade especifica, baseando-se, principalmente, no
imunofendtipo e caracteristicas morfologicas (Harris et al., 1994). Vaérios estudos
reportam um aumento da incidéncia de Linfoma GI de Baixo Grau (LGBG) (Fondacaro
et al., 1999; Carreras et al., 2003; Kiselow et al., 2008; Lingard et al., 2009; Stein et al.,
2010; Briscoe et al., 2011; Kiupel et al., 2011; Moore et al., 2011), para o qual,
recorrendo ao esquema de classificagdo NCI-WF, os casos de LGBG séo
subclassificados em Linfoma Linfocitico de Células Pequenas (Valli et al., 2000;
Carreras et al., 2003; Kiselow et al., 2008; Lingard et al., 2009; Pohlman et al., 2009;
Stein et al., 2010; Briscoe et al., 2011), ao passo que, segundo o esquema REAL/WHO,
0 LGBG é identificado como Linfoma Epitéliotropico de Células Pequenas T, Linfoma
Epitéliotropico de Células T, Linfoma T Intestinal ou Enteropatia Associada ao
Linfoma T (Valli et al., 2000, 2002; Waly et al., 2005; Pohlman et al., 2009; Briscoe et
al., 2011; Kiupel et al., 2011; Moore et al., 2011; Weiss et al., 2011).
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1.2.4.2.  Linfoma Mediastinico

O linfoma mediastinico pode envolver o timo e os linfonodos mediastinicos e
esternais (Figura 1). A efusdo pleural é um achado comum em gatos com esta forma de
linfoma. Cerca de 63% dos gatos com doenca no timo e 17% dos gatos com derrame
pleural foram documentados como tendo linfoma (Davies & Forrester, 1996; Day,
1997). O linfoma pode estender-se, ocasionalmente, para a regido cervical ventral,
podendo ser detetado ao exame fisico por palpacdo. Nos anos 80 o linfoma mediastinico
apresentava elevada prevaléncia no gato, representando 20 a 40% dos linfomas no gato
nos Estados Unidos, 10 a 50% dos casos no Reino Unido e 70% dos casos no Japéo
(Takahashi et al., 1974; Gruffydd-Jones et al., 1979). Contudo, em estudos mais
recentes, a prevaléncia do linfoma mediastinico nos Estados Unidos foi de <15% e
cerca de 25% na Australia (Court et al., 1997; Gabor et al., 1998; Vail et al., 1998).
Estudos anteriores reportam elevada prevaléncia da infe¢cdo por FeLV na localizagéo
mediastinica da doenca e maior predisposicdo em gatos jovens (Takahashi et al., 1974;
Court et al., 1997; Vail et al., 1998). O fendtipo T é o mais frequente (50 a 85%) no
linfoma mediastinico (Gruffydd-Jones et al., 1979; Vail et al., 1998; Gabor et al., 1999;
Seo et al., 2006).

Em cédes com linfoma mediastinico a hipercalcémia é um achado relativamente
frequente (presente em cerca de 43% dos casos), contrariamente aos gatos (Chew et al.,
1975; McMillan, 1985; Rosenberg et al., 1991b; Savary et al., 2000). Em gatos com
hipercalcemia de origem tumoral, incluindo um gato com linfoma, foi detetado, por
técnicas imunoradiométricas um péptido relacionado com a paratormona (PTHrP)
(Bolliger et al., 2002). A maioria dos gatos com linfoma mediastinico sdo jovens,
FeLV-antigénio-positivos e apresentam, tendencialmente linfoma T (Jackson et al.,
1993, 1996; Court et al., 1997; Gabor et al., 1998; Vail et al., 1998; Gabor et al., 1999;
Peaston & Maddison, 1999; Louwerens et al., 2005). Além disso, estd descrita a
predisposicdo genética da raca siamesa e cruzados de siamés para o desenvolvimento
desta forma de linfoma (Cotter et al., 1975; Gruffydd-Jones et al., 1979; Court et al.,
1997; Gabor et al., 1998; Louwerens et al., 2005). A auséncia de infe¢do retroviral, o
aparecimento precoce (a maioria dos gatos afetados tém menos de dois anos de idade) e
apresentacdo clinica consistente sugerem heritabilidade desta forma da doenca na raca
siamesa e cruzados de siamés (Seo et al., 2006).
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Figura 1.: Gato, 1 ano, Europeu Comum, FeLV-antigénio positivo, com Linfoma T
Mediastinico com deslocamento traqueal dorsal. A) Radiografia toracica lateral
esquerda. Evidente efeito de massa na regido do mediastino cranial, diagnostico
confirmado por analise citoldgica apds puncao aspirativa com agulha fina da lesdo. B)
Imagem pos-mortem da lesdo mediastinica do mesmo paciente. Fotografias originais do

autor.

1.2.4.3. Linfoma Nodal

O linfoma nodal tem como expressdo clinica unicamente o envolvimento de
linfonodos periféricos. No gato, esta apresentacdo € incomum, representando apenas 4 a
10% dos casos (Vail et al., 1998; Louwerens et al., 2005). Contudo, cerca de um quarto
de todos os linfomas do gato apresentam algum grau de envolvimento ganglionar
(Louwerens et al., 2005). Cerca de um ter¢co dos gatos com linfoma nodal sédo de
fenodtipo T, FeLV-antigénio-positivos e a maioria tem menos de um ano de idade (Vail
et al., 1998; Gabor et al., 1999). A medida que o linfoma progride, pode ocorrer
infiltracdo da medula dssea, do figado e do baco por linfocitos neoplasicos, podendo
manifestar-se com supressdo medular e hepatoesplenomegalia (Vail & Young, 2007).
Recentemente foi reportada uma localizagdo incomum e distinta de linfoma nodal em
gatos, referida como Linfoma tipo-Hodgkin ou do inglés Hodgkin’s-like Lymphoma
(Walton & Hendrick, 2001). Esta localizagcdo envolve tipicamente os linfonodos da
regido cervical e cabeca e, em termos histolégicos, € muito similar ao linfoma de
Hodgkin no Homem (Gabor et al., 1998; Day et al., 1999; Walton & Hendrick, 2001).
Em termos clinicos, esta localizacdo nodal incomum do gato, manifesta-se, geralmente,
com envolvimento singular de linfonodos mandibulares ou cervicais e, em termos
imunofenotipicos, é classificado como Linfoma B rico em células T. Nenhum caso foi
associado a infecdo por FIV e/ou FeLV (Day et al., 1999; Walton & Hendrick, 2001).
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1.2.4.4. Linfoma Extranodal

Os locais extranodais mais frequentes para o linfoma sdo a cavidade nasal, rins,
sistema nervoso central, traqueia e laringe, pele, olhos e espaco retrobulbar.

O linfoma nasal ou paranasal € uma doenga localizada; contudo, esté descrita a
Sua extensao sistémica e representa cerca de um terco a metade das neoplasias dos gatos
com doenca nasal ndo viral (Elmslie et al., 1991; Vail et al., 1998; Allen et al., 1999;
Mukaratirwa et al., 2001; Henderson et al., 2004). O linfoma é a neoplasia nasal mais
comum no gato, ultrapassando outras neoplasias e doencas inflamatorias (Little et al.,
2007). A localizacdo extranodal da doenca é a que se encontra com mais frequéncia,
apresentando tempos médios de sobrevivéncia altos (Taylor et al., 2009). O linfoma
nasal afeta, maioritariamente, gatos geriatricos (idade média de 9 a 10 anos),
FeLV/FIV-antigénio-negativos sendo, pelo menos, trés quartos dos casos de fendtipo B
associado a grau histolégico intermédio a alto. Encontram-se descritos casos de linfoma
T nasal epiteliotrépico (Vail et al., 1998; Allen et al., 1999; Mukaratirwa et al., 2001;
Henderson et al., 2004) e linfoma B nasal epiteliotropico (Little et al., 2007); mais
recentemente, foi reportada a predominancia do fenétipo T no linfoma nasal (Nagata et
al., 2012).

O linfoma renal é a segunda localizagdo extranodal mais frequente no gato,
podendo ser primario ou associado ao linfoma gastrointestinal. Este representa cerca de
5% de todos os linfomas do gato, afeta essencialmente gatos com idade média de nove
anos, sendo um quarto dos gatos afetados FelLV-antigénio-positivos e, a maioria, de
fenotipo B de grau intermédio a alto. A extensdo para o sistema nervoso central é uma
sequela comum e ocorre em 40 a 50% dos gatos tratados para o linfoma (Vail et al.,
1998; Gabor et al., 1999; Henry et al., 1999; Louwerens et al., 2005; Bound et al.,
2011).

O linfoma do sistema nervoso central (SNC) pode ter localizagdo intracraniana,
espinal ou ambas e em nervos periféricos. Em estudos mais antigos descreviam com
maior frequéncia o envolvimento da espinal medula, regido extradural de gatos FeL V-
antigénio-positivos (cerca de 85 a 90% dos casos) (Court et al., 1997). Todavia, em
estudos mais recentes, o linfoma da espinal medula e intracraniano surgem com maior
frequéncia, em gatos jovens (idade média de 4 a 10,5 anos), FeLV-antigénio-negativos,
sendo a regido intradural da espinal medula mais afetada que a extradural (Troxel et al.,
2003; Marioni-Henry et al., 2004, 2008, 2010). O linfoma é a segunda neoplasia mais
comum do sistema nervoso central do gato (15 a 31%) a seguir ao meningioma (Troxel
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et al., 2003), podendo ser primario ou ocorrer secundariamente a um envolvimento
multicéntrico (principalmente a partir do rim ou medula éssea) (Troxel et al., 2003;
Marioni-Henry et al., 2004; Werner et al., 2005). Cinquenta por cento dos gatos com
linfoma espinal apresentam envolvimento de multiplas regiGes da espinal medula e
cérebro e mais de 80% destes pacientes revelam envolvimento de outros 6rgaos, como
rins e medula dssea (Court et al., 1997; Marioni-Henry et al., 2004, 2008, 2010).
Apenas um terco dos casos de linfomas intracranianos serem primarios e confinados ao
sistema nervoso central; todos os gatos testados revelaram ser FIV- e FeLV-negativos
(Troxel et al., 2003). Gatos com esta forma da doenca tendem a apresentar tempos
médios de sobrevivéncia inferiores em relacdo as restantes localiza¢des extranodais da
doenca (Taylor et al., 2009).

O linfoma traqueal/laringeo representa cerca de 10% dos casos de linfoma
extranodal, afeta maioritariamente gatos com nove anos de idade, ndo esta associado a
infecdo por FeLV ou FIV e pode-se manifestar como uma leséo solitaria ou ocorrer na
presenca de doenca multicéntrica (Taylor et al., 2009).

O linfoma cuténeo €, geralmente, primario; no entanto estdo descritos casos de
envolvimento cutaneo em linfoma multicéntrico do gato. Esta localizagdo é, regra geral,
diagnosticada em gatos com idades médias de 10 a 13,5 anos, sem relagdo com género,
raca e infecdo por FeLV ou FIV (Caciolo et al., 1983, 1984; Baker & Scott, 1989;
Schick et al., 1993). Contudo, Tobey et al. (1994) detetaram a presenca de DNA viral
de FeLV pela técnica de PCR num linfoma cutadneo de um gato. O linfoma cuténeo
pode expressar-se de forma solitaria ou generalizada, encontrando-se identificadas duas
formas distintas com diferentes caracteristicas histoldgicas e imunohistoquimicas, a
epiteliotropica e a ndo epiteliotropica (Caciolo et al., 1983, 1984; Baker & Scott, 1989;
Schick et al., 1993; Tobey et al., 1994). Na maioria das espécies a forma epiteliotropica
(também referida como mycosis fungoides) é composta, essencialmente, por linfocitos
T, a0 passo que a forma ndo-epiteliotrépica € composta por linfocitos B. Encontram-se
reportados seis casos de linfoma T cutdneo ndo-epiteliotrépico do gato (Day et al.,
1995). Em termos histoldgicos, o linfoma T cutaneo apresenta linfocitos grandes com
citoplasma abundante (mycosis cells), formando ninhos intraepidérmicos de cinco a dez
células separadas por queratindcitos circundantes (microabcessos de Pautrier’s).
Encontra-se descrita a linfocitose cutdnea no gato, uma doenga incomum com
caracteristicas histolégicas similares ao linfoma cutaneo bem diferenciado. Esta
caracteriza-se por doenca progressiva com tendéncia para infiltracdo de érgdos internos,
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apresentando-se, mais frequentemente, sob a forma de lesbes solitarias compostas, na
sua maioria, por células T com alguns agregados de células B (Gilbert et al., 2004). Esta
ainda reportado um caso de um gato com linfoma T cutdneo com linfécitos atipicos
(células com nucleo grande irregular e hipercroméatico) em circulacdo (Figura 2). Em
medicina humana esta condicdo é designada como Sindrome de Sézary, tendo, também
ja sido reportada no cdo (McKeever et al., 1982; Thrall et al., 1984; DeBoer et al.,
1990; Foster et al., 1997).

b & s

Figura 2.: Gato com Linfoma T Cutaneo com linfdcitos circulantes (Células com

nacleo grande irregular, hipercromatico). A) Imagem de lesdes cutaneas na regiao
abdominal lateral. B) Imagem de citologia de esfregaco sanguineo em ampliacdo a
1000x (coloracéo Diff Quick®). Fotografias originais do autor.

O linfoma ocular representa cerca de 20% dos tumores intraoculares e pode estar
associado a doenca multicéntrica (Taylor et al., 2009).

1.2.5. Diagnostico
1.25.1.  Histdria e Sinais Clinicos

Dada a heterogeneidade caracteristica do linfoma do gato, a histéria, sinais
clinicos e a sua duracdo variam de acordo com a localizacdo anatémica, estadio clinico
e 0 seu comportamento natural.
Linfoma Gastrointestinal

A localizacdo mais comum do linfoma no gato é a gastrointestinal, em cerca de
50% a 85% dos casos, e esta associada, a presenca de espessamento de ansas intestinais
e/ou de massa palpavel ao exame fisico. Gatos afetados com linfoma GI de baixo grau
ou EALT apresentam, com frequéncia, sintomas crénicos (duracdo média de seis
meses), como perda de peso (>80% dos casos), vomito (>70% dos casos), diarreia
(>60% dos casos), anorexia ou hiporexia (>50% dos casos), letargia e, menos

frequentemente, ictericia (7% dos casos) (Mahony et al., 1995; Slawienski et al., 1997;
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Zwahlen et al., 1998; Fondacaro et al., 1999; Carreras et al., 2003; Richter, 2003;
Grover, 2005; Evans et al., 2006; Vail & Young, 2007; Kiselow et al., 2008; Gieger,
2011; Barrs & Beatty, 2012a). Outras apresentacdes incluem gatos com baixa condi¢do
corporal (1 a 2 em escala de 5), pélo em mau estado, distensdo abdominal,
esplenomegalia, pica, trombocitopenia persistente, hematoquézia e tenesmo se existir
envolvimento do célon, politria, polidipsia e abdémen agudo em casos de peritonite
secundaria a perfuracdo/rutura intestinal (Mahony et al., 1995; Slawienski et al., 1997;
Fondacaro et al., 1999; Richter, 2003). O linfoma GI de alto grau tende a causar 0s
mesmos sintomas, porém com progressdao mais aguda e severa (dias a semanas),
podendo levar a tenesmo, hematoquézia (envolvimento do célon), ictericia e abdémen
agudo no caso de obstrucdo, intussuscecdo ou rutura intestinal e consequente peritonite.
Ao exame fisico é frequente observar-se desidratacdo, hepatomegalia, renomegalia, e
presenca de massa abdominal consistente com linfadenopatia ou massa intramural e/ou
espessamento difuso das ansas intestinais. Animais com linfoma gastrointestinal podem,
contudo, ndo revelar quaisquer alteracdes a palpacdo abdominal (Mahony et al., 1995;
Endo et al., 1998; Zwahlen et al., 1998; Fondacaro et al., 1999; Roccabianca et al.,
2006; Krick et al., 2008; Burkitt et al., 2009; Gieger, 2011; Barrs & Beatty, 2012a).
Linfoma Mediastinico

Os sinais clinicos mais frequentemente identificados em pacientes com linfoma
mediastinico incluem dispneia, taquipneia, diminuicdo dos sons cardiacos e/ou
pulmonares (associado ou ndo a efusdo pleural). E frequente os gatos afetados,
apresentarem derrames pleurais serohemorragicos a quilosos com células tumorais na
sua composi¢cdo. Embora raro, os animais afetados podem desenvolver sindrome de
Horner, devido ao envolvimento do nervo simpético que ascende para a regido cervical
na regido da primeira costela, e edema da face por compressdo da veia cava cranial e
consequente comprometimento do retorno venoso (Thrall, 1981; Forrester et al., 1991;
Davies & Forrester, 1996; Court et al., 1997).
Linfoma Nodal

Apesar de a localizacdo nodal da doenca levar a apresentacdo variada de
sintomas, dependendo da localizagdo e extensdo do tumor, a maioria dos casos
demonstra letargia e depressdo. A presenca de linfadenopatia periférica como Unico
achado clinico é raro em gatos com linfoma nodal, estando esta apresentacdo mais
frequentemente relacionada com quadro hiperplasico ou reativo. Esta descrita no gato

uma forma distinta de linfoma nodal que envolve tipicamente os linfonodos linfaticos
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mandibulares e/ou cervicais e auséncia de outros sinais clinicos; esta foi designada de
Linfoma Tipo-Hodgkin (Day et al., 1999; Walton & Hendrick, 2001).
Linfoma Extranodal

O linfoma nasal origina sinais com duracdo média de dois meses estando
reportada duracdo de 48 meses. Os sinais mais frequentes sdo corrimento nasal
unilateral mucopurulento (60 a 85%), espirros (20 a 70%), sons respiratorios (estridores,
estertores, 20 a 60%), deformacéo facial (0 a 20%), anorexia (10 a 60%), epifora (10 a
30%) e, eventualmente, linfadenopatia regional, epistaxis, dispneia e exoftalmia (Allen
et al., 1999; Mukaratirwa et al., 2001; Henderson et al., 2004). O linfoma renal é,
frequentemente, bilateral provocando renomegalia e, em 50% dos casos, insuficiéncia
renal (inapeténcia, perda de peso, e politria/polidipsia (Mooney et al., 1987). Gatos
com linfoma do SNC revelam, frequentemente, sinais associados a envolvimento
toracolombar. Os sinais mais frequentes sdo fraqueza gradual ou subita, paralisia do
neurénio motor superior para a bexiga, flacidez da cauda, ataxia progressiva; a
tetraparésia surge quando existe envolvimento dos segmentos medulares cervicais. O
linfoma intracranial leva a anorexia, ataxia, letargia, agressividade, alteracdo de estado
de consciéncia e diabetes insipidus (Spodnick et al., 1992; Lane et al., 1994; Troxel et
al., 2003; Simpson et al., 2011).

O linfoma cutaneo pode apresentar-se na forma de lesdo solitaria ou difusa e,
geralmente, manifesta-se com alopécia, eritema, crostas e papulas, podendo estar
associado a linfadenopatia periférica (Caciolo et al., 1983, 1984; Baker & Scott, 1989;
Schick et al., 1993; Tobey et al., 1994; Gilbert et al., 2004). O linfoma ocular origina
sinais compativeis com uveite ou massas na iris. O linfoma traqueal/laringeo estéa
associado a dispneia, disfonia, sons estridores, regurgitacéo e, raramente, a tosse (Taylor
et al., 2009).

Sinais ndo Especificos

Independentemente da localizacdo anatémica (vomito, diarreia, anorexia, perda
de peso, frequentemente associado ao linfoma Gl e renal) pode, ainda, existir infiltragdo
da medula 6ssea originando anemia ndo regenerativa (em cerca de 50% dos casos de
gatos com linfoma) e leucemia. Poliuria e Polidipsia (PU/PD) podem surgir em linfoma
do sistema nervoso central, renal ou estar relacionado com sindrome paraneoplasico
(hipercalcémia maligna). Estdo descritos sindrome paraneoplasico hipereosinofilico e
necrose cutanea simétrica em gatos com linfoma (Ashley & Bowman, 1999; Savary et
al., 2000; Barrs et al., 2002).
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Diagnésticos Diferenciais

A seguinte tabela revela os principais diagnésticos diferenciais do linfoma no
gato:
Tabela 1. Principais diagndésticos diferenciais ao linfoma no gato tendo em conta a sua
localizacdo anatémica. Legenda: SNC, Sistema Nervoso Central; PIF, Peritonite
Infecciosa Felina; IBD, Doenca Idiopatica/Inflamatéria Intestinal; FIV, Virus da

Imunodeficiéncia Felina; FeLV, Virus da Leucemia Felina adaptado de (Vail & Young,
2007; Vail, 2013).

Principais diagnosticos diferenciais das diferentes localizacGes de linfoma do gato

Localizacao . . .- . ..
> g Diagnosticos Diferenciais
Anatomica
L Timoma, quilotorax, piotérax, cardiomiopatia, PIF, mesotelioma,
Mediastinico . "
hérnia diafragmatica
. . IBD, PIF, carcinoma intestinal, corpo estranho, outros tumores
Gastrointestinal . . .
gastrointestinais, hipertiroidismo, parasitismo
. Linfadenopatia reativa ou hiperplasica, infe¢ao sistémica, infecdo por
Linfoma Nodal FIV P Perp ¢ caop

Doenca poliquistica, PIF, doenca renal aguda, outros tumores renais
Trauma, outros tumores, PIF, discospondilite, embolismo adrtico,
Linfoma SNC Hérnia do disco intervertebral, infecdo fungica, mielopatia associada a
infecdo por FeLV

Linfoma Nasal Rinite, Polipos inflamatdrios, Cryptococose, outros tumores

1.2.5.2. Diagnostico e Estadiamento Clinico

O plano de diagnostico de linfoma é paralelo ao do estadiamento e deve
contemplar a contagem total e diferenciada de células sanguineas, perfil bioquimico
abrangente de avaliacdo renal, hepética, pesquisa de infeccdo por FIV e FelLV,
urianalise e, em gatos com mais de seis anos de idade, incluir a analise de hormona
tireoideia Tiroxina (T4), para descartar possivel hipertiroidismo, um dos diagnésticos
diferenciais de linfoma GI. Para a obtencdo de um diagnéstico definitivo, devem ser
utilizadas técnicas de imagiologia, tais como, dependendo da localizacdo anatomica do
linfoma, assim como ser realizadas avaliagfes citopatoldgica e/ou histopatologica dos
linfonodos linfaticos ou dos drgdos afetados via puncéo aspirativa com agulha fina ou
bidpsia cirdrgica, endoscépica ou de trocater. Adicionalmente, os tecidos recolhidos
podem ser utilizados para uso de técnicas de histopatologia/citologia, adjuvadas por
imunohistoquimica, analise por citometria de fluxo, andlise molecular (PCR para os
rearranjos do recetor de antigénios dos linfocitos neoplasicos, para estudo da
clonalidade), por forma a caraterizar e refinar o diagnéstico em casos ambiguos. A

42



analise de medula 6ssea por citologia ou bidpsia, esta indicada em situacdes de anemia
ndo regenerativa, leucopénia, atipia celular, pesquisa de FeLV por PCR sendo
igualmente importante para o estadiamento completo da doenga (Vail & Young, 2007;
Vail, 2013).

E possivel observar na tabela 2 o resumo das carateristicas clinicas para o
correto estadiamento do linfoma em espécies domésticas de acordo com a OMS e a
tabela 3 especifica os dados clinicos essenciais para o estadiamento do linfoma no gato,
para o qual houve necessidade de adaptar um sistema de estadiamento especifico dada a
alta prevaléncia/incidéncia de envolvimento extranodal/visceral pelo linfoma.

Tabela 2. Estadiamento clinico de acordo com a OMS para o Linfoma das espécies
domésticas (Vail, 2013).

Sistema de estadiamento do linfoma nas espécies domésticas de acordo com a Organizacao
Mundial de Saude

Localizacdo Anatémica

Generalizado
Gastrointestinal ou Alimentar

Timico

Cutaneo

Leucemia (Verdadeira — envolvimento do sangue e medula 6ssea apenas)
Outros (incluindo renal solitario)
Estadio (Incluindo a localizagéo anatémica)

Envolvimento de um Unico linfonodo ou tecido linfoide associado a um érgao
(excluindo a medula 6éssea)
Envolvimento de maltiplos linfonodos numa determinada regido
Envolvimento ganglionar generalizado
v Estadio 3 e envolvimento hepatico e/ou esplénico
Estadio 4 e manifestacdo no sangue e envolvimento da medula 6ssea e/ou outros 6rgaos
Cada Estadio é Subclassificado em:

Sem sinais sistémicos
Com sinais sistémicos



Tabela 3. Estadiamento clinico para o Linfoma do gato. Adaptado de Terry et
al.,(1995).

Descricéo

- Tumor Unico (extranodal) ou apenas uma regido anatomica (nodal)

- Inclui tumores intratoracicos primarios

- Tumor Unico (extranodal) com envolvimento dos linfonodos regionais

- Duas ou mais areas nodais ipsilateral ao diafragma

- Dois tumores (extranodal) com ou sem envolvimento dos linfonodos regionais
ipsilateral ao diafragma

- Tumor primario Gastrointestinal operavel, habitualmente na area ileocecal, com ou
sem envolvimento dos linfonodos mesentéricos

- Dois tumores (extranodal) em localizagdes opostas do diafragma

- Duas ou mais areas nodais cranial e caudal ao diafragma

- Tumor intra-abdominal primario ndo operavel

- Tumores paraespinhais ou epidurais, independentemente da existéncia de tumor
noutros 6rgaos

- Estadios 1-3 com envolvimento hepatico e/ou esplénico

- Estadios 1-4 com envolvimento inicial do Sistema Nervoso Central ou medula
0ssea ou ambos

1.2.5.2.1. Testes de diagnostico

De um modo geral, cerca de 50% dos gatos com linfoma apresentam anemia nao
regenerativa ao diagnostico, associada a doenca cronica, ao infiltrado neoplasico na
medula ou a infecdo cronica por FeLV; além disso, pode existir leucopénia ou
neutrofilia (secundaria a inflamacao, neoplasia ou stress). Os perfis bioquimicos, apesar
de permitirem o estadiamento clinico dos pacientes com linfoma através da avaliacdo da
funcdo ou lesdo de varios 6rgdos, ndo permitem obter resultados especificos para um
diagndstico preciso da doenca. O aumento das enzimas hepéticas pode indicar
infiltracdo hepatica, bem como o0 aumento da ureia e creatinina (azotémia) podem
indicar envolvimento renal pelo tumor. Contudo, caso estes valores se encontrem dentro
dos limites normais para a espécie, ndo se deve descartar a hipotese de infiltracdo
neopléasica destes 6rgdos. E possivel de se encontrar hiperglobulinémia associada a
gamapatia mono ou oligoclonal, com ou sem hiperviscosidade, hipoglicémia e, embora
raro, gatos com linfoma podem apresentar hipercalcémia. Foi detetado aumento da
concentracdo dos niveis de alfa-1-glicoproteina nos gatos com linfoma; porém este
achado até & data ndo apresenta evidente relevancia clinica (Dust et al., 1982;
McMillan, 1985; Wellman et al., 1992; Mahony et al., 1995; Moore et al., 1996;
Fondacaro et al., 1999; Gabor et al., 2000; Savary et al., 2000; Correa et al., 2001;
Simpson et al., 2001; Carreras et al., 2003; Richter, 2003; Kiselow et al., 2008; Krick et
al., 2008).
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As analises citopatoldgicas e histopatol6gicas dos linfonodos ou dos érgéos
envolvidos obtidas através de puncdo com agulha fina e colheita de amostras de bidpsia
através de acesso cirdrgico, endoscépico ou recorrendo a agulhas de bidpsia, séo
essenciais para a obtencdo de diagndstico definitivo. No gato, dada a localizacdo e
morfologia celular, a puncdo com agulha fina, por si s, pode ndo ser suficiente, sendo
dificil a diferenciacdo de linfoma de alteragcbes benignas hiperplasicas ou reativas.
Nestas situacOes, para a definicdo de diagndstico definitivo, torna-se essencial a
obtencdo de amostras para analise histopatoldgica, podendo-se, desta forma, avaliar a
estrutura do linfonodo e/ou dos 6rgédos afetados, a invasdo dos tecidos pelas células
neoplasicas bem como possiveis anomalias arquiteturais (Grover, 2005; Twomey &
Alleman, 2005; Vail, 2013).

A técnica de imunohistoquimica representa um método simples efectivo e pouco
dispendioso para avaliar a expressdo de determinadas proteinas nos tecidos e é uma
ferramenta importante para a investigacdo em oncologia tanto para a detecdo de
potenciais marcadores indicadores de progndstico, como para a determinacdo de
possiveis alvos terapéuticos (Keller et al., 2007). Alem disso, a IHQ é essencial na
determinacdo da linhagem das células neoplésicas, na diferenciacéo entre doenca reativa
e neoplasica e permite a classificacdo apropriada do linfoma de acordo com a OMS
(Ramos-Vara, 2005; Ruiz et al., 2005; Keller et al., 2007). Esta técnica tem sido
amplamente utilizada para o diagnéstico e classificacdo do linfoma do gato, na medida
em que permite um diagndstico eficaz e eficiente na grande maioria dos casos, uma vez
que permite distinguir alteracdo reativa de neoplasica (Moore et al., 1986; Rojko et al.,
1989; Day et al., 1995; Callanan et al., 1996; Jackson et al., 1996; Gabor et al., 1999;
Krecic & Black, 2000; Barrs et al., 2002; Charney et al., 2002; Cesari et al., 2009;
Pohlman et al., 2009; Vezzali et al., 2009; Moore et al., 2011; Chino et al., 2013).
Desde o inicio da aplicagdo da técnica de imunohistoquimica para a imunofenotipagem
de linfoma do gato, que existe controvérsia quanto ao imunofenotipo mais prevalente na
espécie. A vasta maioria dos estudos de imunohistoquimica (IHQ) no linfoma do gato
foca-se na avaliacdo da expressdo de dois marcadores glicoproteicos da superficie dos
linfocitos e das células acessdrias do sistema imunitario, designados por antigénios
“Cluster of Differentiation” (CD). Estudos anteriores reportam elevada sensibilidade e
especificidade do marcador CD3 para as células T e dos marcadores CD79icy e
BLA.36 para as células B de linfoma do gato (Vail et al., 1998; Pohlman et al., 2009;
Moore et al., 2011). A homogeneidade de expressao de um destes marcadores identifica
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uma populagdo predominante em numero e fendtipo, indicando existéncia de tumor e o
seu imunofendtipo. Em casos de populacdo mista de linfécitos B e T o quadro mais
provavel é de inflamacdo (Vail et al., 1998; Carreras et al., 2003; Fan, 2003; Richter,
2003; Grover, 2005). A molécula CD3 é uma glicoproteina composta por um complexo
de cinco polipéptidos associados ao Recetor da Célula T (RCT) e ao Complexo Major
de Histocompatibilidade (CMH) o qual, contendo antigénios processados permite a
sinalizacdo intracelular mediada pelo complexo do RCT, além disso o receptor CD3 tem
importante funcdo na activacdo das células T apds estimulo antigénico e é a proteina
transmembranar mais frequentemente pesquisada por IHQ para a identificacdo de
células T no gato. De modo semelhante, o heterodimero CD79 (lga/IgB ou
CD79a/CD79b) esta associado ao Recetor da Célula B (RCB) e, quando estimulado, é
essencial para a transducdo de sinal intracelular das células B. A expressdao de CD79
indica neoplasia de fendtipo B e € a proteina transmembranar mais frequentemente
pesquisada por IHQ para a identificacdo de células B no gato. Raramente, neoplasias
linfoides expressam ambos marcadores B e T; demonstrando, nestes casos, fendtipo
aberrante. Assim é essencial utilizar outros marcadores de linhagem B ou T, para a
definigdo do fenotipo predominante (Morrison & Neuberger, 2001; Richter, 2003).

O BLA.36 € uma glicoproteina membranar com 36 kDa aplicada pela primeira
vez no linfoma do gato por Keith Steele e colaboradores em 1997 que é expressa,
essencialmente, nas células B dos centros germinativos e da zona do manto dos
foliculos reativos dos linfonodos e do baco; foi, também, detetado na superficie das
células de Reed-Sternberg, nas células de Hodgkin mononucleadas e em células B
malignas (Imam et al., 1990; Steele et al., 1997). Esta molécula foi amplamente
aplicada no linfoma do gato, revelando boa sensibilidade e especificidade na detecéo de
células B. Recentemente foi descrita a elevada sensibilidade e especificidade do fator de
transcricdo, Pax5, no linfoma do cdo (Willmann et al., 2008). Até a data do inicio do
presente estudo, ndo existia nenhuma publicacdo referente a utilizacdo de anticorpos
anti-Pax5 por IHQ para a determinacdo do fendtipo B em gatos. Tendo em conta que 0s
fatores de transcricdo sdo as moléculas que apresentam maior conservagdo entre
espécies, foi utilizado o anticorpo anti-Pax5 habitualmente usado em medicina humana
em tecido linfoide normal de gato (linfonodo), tendo-se verificado forte marcacéo das
células do centro germinativo CD79acy positivas, BLA.36 positivas e CD3 negativas, o
que revela forte sensibilidade do Pax5 para a identificacdo das células B do gato. O
Pax5, também conhecido como proteina ativadora especifica das células B, é um fator
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de transcri¢do, desempenhando importante funcdo na definicdo da linhagem celular B,
ativando genes especificos da linhagem B e, simultaneamente, inativando genes
“inapropriados” da linhagem B. O Pax5 é o Gnico membro da familia de fatores de
transcricdo (Pax) que é expresso nas células do sistema hematopoiético. Além disso o
Pax5 restringe a capacidade de transmissdo de sinal das células progenitoras
indiferenciadas para as vias especificas da linhagem B, regula a migracdo e adesdo
celular, induz a recombinacdo Vu-DJu, essencial para a formagdo do recetor da célula
B, facilita a sinalizacdo do pré-recetor da célula B e promove o desenvolvimento das
células linfoides progenitoras até ao estadio de maturacdo da célula B. Estas
carateristicas conferem ao Pax5 elevada especificidade para as células imaturas e
maturas B, deixando de ser expresso em estadios avancgados da maturacdo da linhagem
B em plasmécitos (Cobaleda et al., 2007a). O Pax5 é amplamente utilizado em
medicina humana para a definicdo do fen6tipo do linfoma e do estadio de maturacéo em
que este se encontra. Em medicina veterinaria est4 reportado o seu uso em caes, mas
ndo existe literatura do seu uso em gatos.

A técnica de IHQ, contudo, pode ser inconclusiva ou obter-se marcagdo
inespecifica, uma vez que existem diferentes anticorpos, reagentes, procedimentos de
coloragdo e técnicas de processamento dos tecidos entre laboratérios o que podem
influenciar os resultados (marcacdo inespecifica). Nestes casos, 0 recurso a técnica de
PCR para os rearranjos do recetor de antigenios permite identificar clonalidade,
indicando presenca de linfoma e define o seu fenétipo (Gieger, 2011).

Uma alternativa a imunohistoquimica para a definicdo do fen6tipo tumoral é a
aplicacdo da técnica de citometria de fluxo, permitindo a defini¢do da populacéo celular
predominante (células linfoides, monociticas e granulociticas) através da
imunocitoquimica em fase liquida (Twomey et al., 2005). Além disso, a citometria de
fluxo permite o0 uso simultdneo de um espetro de anticorpos maior que a
imunohistoquimica, a obtencdo de resultados em pouco tempo (poucas horas) e o
material estudado pode ser recolhido por técnicas pouco invasivas (puncdo aspirativa);
contudo, esta técnica ndo permite estudar a arquitetura do tecido afetado, que pode ser
importante para a classificagcdo do linfoma (Twomey et al., 2005).

A clonalidade € uma das principais caracteristicas de um tumor, na medida em
que as células tumorais, teoricamente, derivam da proliferacdo de uma linhagem celular
especifica. Assim sendo, um gato com linfoma T apresenta células malignas com a

mesma sequéncia de DNA para a regido variavel do gene do recetor da célula T (RCT),
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assim como um gato com linfoma B apresenta células B com sequéncias de DNA
idénticas para o gene da regido variavel do recetor da imunoglobulina (Vail, 2013). A
técnica de PCR permite a amplificacdo das regides variaveis dos recetores das células B
e T, para a detecdo de clonalidade. Este tipo de exame pode, no entanto, revelar falsos
negativos no caso de pequena quantidade de células malignas presentes na amostra
analisada ou os primers utilizados ndo detetarem a sequéncia de ambos 0s genes, em
casos de linfoma derivado das células natural killer (NK). Esta técnica tem sido
aplicada no linfoma do gato ao longo dos anos (Moore et al., 2005; Werner et al., 2005;
Henrich et al., 2009; Weiss et al., 2011; Avery, 2009, 2012) e pode constituir um
importante método para avaliar a presenca de doenca residual minima e consequente
recorréncia precoce, para fenotipar sem recorrer IHQ e para a determinagéo das taxas de
remissao molecular, dado ser uma técnica mais sensivel que a abordagem citologica do

sangue periférico, medula éssea ou linfonodos (Vail, 2013).

1.2.5.3.  Diagnostico por Localizacdo Anatémica

Linfoma Gastrointestinal

O linfoma GI pode originar anemia regenerativa secundaria a perda pelo trato
gastrointestinal ou ndo regenerativa em casos crénicos ou de envolvimento da medula
6ssea (anemia de doenca cronica, infiltrado neoplasico ou infe¢do por FeLV) que, aléem
de anemia, pode levar a leucopénia ou neutrofilia (secundaria a inflamacédo, neoplasia
ou stress). Nesta localizacdo de linfoma a analise hematoldgica revela fraco rendimento
diagnostico para o linfoma de baixo, intermédio e de alto grau. Contudo, nos casos de
LGGC, existe, regra geral, leucocitose marcada com neutrofilia e/ou linfocitose
(Wellman et al., 1992; Mahony et al., 1995; Endo et al., 1998; Gabor et al., 1998, 2000;
Carreras et al., 2003; Richter, 2003; Grover, 2005; Roccabianca et al., 2006; Vail &
Young, 2007; Kiselow et al., 2008). Em cerca de 23% a 50% dos animais com linfoma
Gl existe hipoalbuminémia e/ou panhipoproteinémia associada a enteropatia com perda
de proteina, ma absorcdo proteica ou doenga sistémica. O linfoma GI surge com maior
frequéncia, no intestino delgado (ID) distal (Figura 3), regido de absorcdo de
cobalamina o que, associado ao seu consumo pela microflora residente no ID proximal
e/ou a insuficiéncia pancreética exdcrina, leva a baixos niveis de vitamina B12 nos
gatos afetados. Os niveis de folatos podem variar de baixos, no caso de envolvimento
do ID proximal, a altos no caso de sobre crescimento de bactérias produtoras de folatos
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no ID proximal (40% dos linfomas) (Kiselow et al., 2008; Lingard et al., 2009; Briscoe
et al., 2011; Gieger, 2011; Moore et al., 2011; Barrs & Beatty, 2012a).

Comparativamente ao linfoma Gl de baixo grau, as formas de intermédio a alto
grau sao regra geral, mais facilmente detetadas ao exame fisico, a ecografia abdominal e
através das andlises citoldgica e histologica de amostras obtidas de linfonodos
mesentéricos, massas intestinais ou de outro 6érgdo abdominal afetado. Embora
represente valor de prognostico questionavel e ndo altere a decisdo terapéutica, o
estadiamento completo requer a realizacdo de radiografia toracica, puncédo aspirativa de
linfonodos periféricos e acesso a medula 6ssea. A radiografia abdominal de gatos com
linfoma GI ndo revela, geralmente, alteracdes especificas, podendo-se observar perda de
definicdo entre visceras resultante da perda de gordura ou presenca de fluido abdominal,
massa de tecidos moles ou dilatacdo do intestino delgado (sugerindo obstrucao intestinal
ou ileus) (Mahony et al., 1995; Zwahlen et al., 1998; Grover, 2005). A ecografia é o
meio de diagndstico que mais aplicacdes tem no que diz respeito ao linfoma Gl do gato,
dado que serve para diagndéstico, estadiamento da doenca e avaliacdo do envolvimento
de outros 6rgdos abdominais; permite, ainda, a realizacdo de puncdo aspirativa precisa
de diversas lesdes detetadas e a avaliacdo de forma objetiva da resposta a terapéutica.
Porém, a ecografia apresenta as limitacbes de ndo determinar de forma exata, a
localizacéo topografica, a extensdo de determinadas lesfes e de a sua eficacia depender
da experiéncia do operador e da qualidade do ecografo (Penninck et al., 1994; Richter,
2003).

O linfoma GI de baixo grau estd mais frequentemente associado a auséncia de
massas intestinais palpaveis ao exame fisico, a presenca de espessamento difuso
intestinal com comportamento clinico semelhante a IBD, o que torna o estudo
citolégico, na maioria dos casos, insuficiente para o diagndstico definitivo, havendo
necessidade de recorrer a ecografia abdominal, biépsia cirdrgica, endoscépica ou por
agulha (Tru-cut) para analise histopatoldgica, imunohistoquimica e clonalidade. A
ecografia o linfoma GI de baixo grau revela espessamento da parede intestinal em 50 a
70% dos casos e linfadenopatia mesentérica em 45 a 80% dos casos. Estes resultados
ndo sdo patognomoénicos dado que cerca de 10 a 50% dos casos com IBD revelam as
mesmas alteracdes a ecografia (Grooters et al., 1994; Penninck et al., 1994; Mahony et
al., 1995; Zwahlen et al., 1998; Hanson et al., 2001; Richter, 2003; Grover, 2005;
Evans et al., 2006; Zwingenberger et al., 2010; Barrs & Beatty, 2012a). Embora

incomum, podem ser evidentes alteracdes ecograficas noutros 6rgaos como o estbmago,
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figado, baco, cdlon e péancreas. A andlise citoldgica pode ndo ser suficiente para o
diagndstico de linfoma GI de baixo grau dada a elevada semelhanca citolégica com a
IBD, além de que a técnica de recolha pode ser de dificil execu¢do e o material colhido
insuficiente para estabelecimento de diagndstico. Por isso, € importante a analise
histopatolégica de bidpsias colhidas via endoscopia ou laparotomia, possibilitando a
avaliacdo da arquitetura ganglionar e/ou da parede intestinal (Gabor et al., 1999;
Richter, 2003; Barrs & Beatty, 2012b). O linfoma GI de intermédio a alto grau pode ser
diagnosticado por citologia dado que as células neoplasicas demonstram caracteristicas
distintas, além de que as técnicas de coloracdo modificadas de Wright-Giemsa (Diff
Quick; Dade Shearing) evidenciam de forma mais clara os granulos dos linfocitos
grandes granulares, do que a técnica de coloracdo utilizada na histopatologia
(hematoxilina-eosina). Deve-se, ainda, recorrer a imunohistoquimica, através da detecao
da proteina granzima B, para a detecdo dos granulos citoplasmaticos deste tipo de
linfoma (Franks et al., 1986; Wellman et al., 1992; Mahony et al., 1995; Darbeés et al.,
1998; Zwahlen et al., 1998; Roccabianca et al., 2006; Krick et al., 2008; Lingard et al.,
2009; Moore et al., 2011; Barrs & Beatty, 2012a, 2012b). A endoscopia é um bom
método de diagndstico no linfoma no gato dado que o mesmo tende a envolver a
mucosa e 0 procedimento permite recupera¢es mais rapidas. Porém, a laparotomia
permite a obtencdo de amostras de toda a parede intestinal e de outros 6rgdos
potencialmente afetados, requerendo, contudo, recuperacdes mais prolongadas
(Fondacaro et al., 1999; Grover, 2005; Evans et al., 2006; Gieger, 2011). Tendo em
conta que as regides mais afetadas pelo linfoma sdo o jejuno e ileo, € necesséaria a
realizacdo de gastroduodenoscopia e ileocolonoscopia para obtencdo de amostras destas
regides do trato Gl (Washabau et al., 2010); No anexo I, encontram-se representadas as
principais diferencas entre as técnicas para recolha de amostras. O fato de o
envolvimento transmural ndo ser comum no linfoma GI de baixo grau, torna a sua
distingcdo de IBD mais dificil, pelo que se deve recorrer & imunofenotipagem e analise
de clonalidade (Kiupel et al., 2011; Vail, 2013).

Num estudo recente, o fenétipo T revelou ser o mais prevalente no linfoma Gl
do gato, tendo-se verificado elevada percentagem do subtipo LTAE tipo I1, bem como a
sua associagdo a maior tempo de sobrevivéncia, quando comparada com LTAE tipo | e
linfoma B (Moore et al., 2011).
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Figura 3.: Gato com Linfoma Gl (diagnosticado apds analise histopatoldgica).
Laparotomia exploratoria revela massa esbranquicada e friavel na regido do ileo,
associada a obstrucéo parcial. Fotografias originais do autor.
Linfoma Mediastinico

Os sinais clinicos sugestivos de doenca mediastinica ja referidos sdo sugestivos
de realizacdo de puncdo aspirativa ecoguiada da lesdo mediastinica e/ou do liquido
pleural, podendo estes servir de diagnostico (Gruffydd-Jones et al., 1979; Davies &
Forrester, 1996). A tomografia computorizada revelou ndo ser essencial para o
diagndstico definitivo da doenca (Yoon et al., 2004). Os principais diagnosticos
diferenciais do linfoma mediastinico estdo resumidos na tabela 1. A imunohistoquimica
e clonalidade tornam-se importantes para definicdo de diagndstico de linfoma
mediastinico, dado que permitem a distin¢do entre outras doengas (Vail & Young, 2007;
Vail, 2013).
Linfoma Nasal

Em casos de linfoma nasal é importante a realizacdo de radiografias do plano
nasal e/ou tomografia computorizada, de forma a avaliar a extensdo local do tumor. A
rinoscopia e biopsia sdo essenciais para o diagnostico definitivo. O estadiamento da
doenca é importante, para que se possa planear possivel aplicacdo de radioterapia local
(apenas se doenga localizada). A lavagem das narinas e analise microscépica do lavado
pode ser uma alternativa de diagndstico. Nestes casos, € importante avaliar a possivel
extensdo do linfoma para linfonodos, térax, abdémen e medula 6ssea, 0 que pode
influenciar a escolha da terapéutica (quimioterapia se doenca sistémica ou radioterapia
se doenca localizada) (Vail & Young, 2007; Vail, 2013).

Linfoma Renal
O linfoma renal pode ser detetado via exame fisico (renomegalia bilateral),
radiografia (renomegalia) (Figura 4) e ecografia abdominal (renomegalia, espessamento
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subcapsular hipoecoico, hiperecogenecidade cortical difusa). A punc¢édo ecoguiada do
cortex renal, permite, regra geral, o diagnéstico da doenca (Vail & Young, 2007; Vail,
2013). A citologia pode ser detetado elevado numero de linfocitos neoplésicos
monomorficos de grande dimensdo. No entanto, o linfoma de células pequenas pode ser
dificil de distinguir da inflamacdo linfocitica, tornando-se necessério o recurso a
histopatologia (Twomey et al., 2005).

| \9;!;

Figura 4.: Gato com linfoma renal. Evidente renomegéalia com deslocamento visceral

ventral e caudal. Imagens de radiografia (projeccédo latero-lateral esquerda (A) e ventro-

dorsal (B)). Fotografias originais do autor.

Linfoma Nodal

A localizacdo multicéntrica do linfoma do gato é relativamente comum na
prética clinica, embora raramente se observe linfadenopatia periférica generalizada. A
analise histoldgica do(s) linfonodo(s) afetado(s) é importante dadas as semelhancas a
citologia entre as formas benignas (linfadenopatia periférica idiopatica, vascularizacdo
plexiforme e hiperplasia dos linfonodos periféricos dos gatos jovens e linfoma) e o
linfoma. A localizacdo multicéntrica afeta, essencialmente, os linfonodos mesentéricos
e/ou figado, bago e eventualmente a medula dssea do gato. As analises de citometria de
fluxo, imunohistoquimica e clonalidade sdo essenciais para a definicdo do fendtipo
predominante e distincdo entre doenca neoplasica e reativa. (Moore et al., 1986; Wang
et al., 2001; Valli et al., 2002; Twomey et al., 2005).
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Linfoma do Sistema Nervoso Central

No linfoma do Sistema Nervoso Central (SNC) intracraniano e/ou a afetar a
espinal medula, as radiografias raramente evidenciam alteracfes dsseas, pelo que séo
recomendadas técnicas como mielogramas de contraste, tomografia computorizada e
ressonancia magnética. Em 75% dos casos é detetada massa intra ou extradural nas
regibes toracolombar e lombosagrada. As lesbes epidurais podem ser puncionadas
através de conducgdo fluoroscépica e as amostras obtidas sdo, geralmente, suficientes
para o diagndstico. A colheita de liquido cérebroespinal (LCE) pode revelar pleocitose e
linfoblastos indicativos de linfoma; porém a sua analise, regra geral ndo é conclusiva
para o diagnostico de linfoma do SNC, dada a baixa celularidade e dificuldade na
distingdo entre linfocitos neoplasicos e reativos. Nos casos de linfoma do SNC é
importante avaliar a funcdo renal e a atividade da medula 6ssea (localizacdo
multicéntrica), dado serem locais frequentes de manifestacdo do linfoma primério
(Spodnick et al., 1992; Lane et al., 1994; Fondevila et al., 1998; Troxel et al., 2003;
Marioni-Henry et al., 2004, 2008).
Linfoma Cutéaneo

A realizacdo de bidpsia (4 a 8 mm) de lesGes representativas e regides com
infiltracdo celular para posterior analise histopatoldgica, imunohistoquimica e de
clonalidade séo, habitualmente, suficientes para o diagnéstico. Porém, é importante
definir o estadio da doenca (localizada ou sistémica) (Vail & Young, 2007; Vail, 2013).

1.2.6. Modalidades Terapéuticas

A grande variabilidade dos subtipos histolégicos e das localizagdes anatomicas
observadas no linfoma do gato tornam-no um tumor de resposta pouco previsivel ao
tratamento instaurado. Os protocolos terapéuticos aplicados ao linfoma do gato variam
de acordo com as caracteristicas histoldgicas (baixo grau vs intermédio e alto graus)
(Barrs & Beatty, 2012b).

A quimioterapia € a terapéutica de escolha para o linfoma do gato, dado tratar-
se, na maioria dos casos, de uma doenca sistémica, sendo bem tolerada por estes,
promovendo a sua qualidade de vida e a satisfacdo dos proprietarios (Malik et al., 2001;
Tzannes et al., 2008). Os farmacos utilizados sdo semelhantes aos utilizados no linfoma
do Homem e do céo e incluem: doxorrubicina, vincristina, ciclofosfamida, metotrexato,
L-asparaginase, CCNU (lomustina) e prednisolona. Apesar de estarem definidos

diversos protocolos terapéuticos para o linfoma do gato, a decisdo deve ser baseada de
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acordo com o paciente, tendo em conta o estadio e o sub-estadio da doenca, presenca ou
auséncia de doenca paraneoplasica, estado geral do paciente, disponibilidade de tempo e
capacidade financeira dos proprietarios e o seu nivel de conforto relativamente as
probabilidades de sucesso e efeitos adversos associados a terapéutica.

A maioria dos protocolos aplicados no linfoma do gato s&o modificacbes do
protocolo CHOP, que representa a combinacdo entre a Ciclofosfamida (C),
Doxorubicina (H, hidroxidaunorubicina), Vincristina (O, Oncovin), e Prednisolona (P)
(Mooney et al., 1989; Moore et al., 1996; Vail et al., 1998; Malik et al., 2001; Milner et
al., 2005; Hadden et al., 2008; Simon et al., 2008). De um modo geral, o protocolo
CHOP ¢ bem tolerado pelos gatos com linfoma de intermédio a alto grau, ndo devendo
ser a primeira linha de tratamento nos linfomas de baixo grau. As modificagdes ao
CHOP podem ser aplicadas no gato, tal como no céo, porém, as suas eficacias ndo estdo
totalmente comprovadas. Os gatos apresentam area corporal inferior a dos cées, pelo
que a dose de doxorubicina recomendada é inferior; a cardiotoxicidade ndo esta
comprovada nos gatos, ao passo que a nefrotoxicidade é uma preocupacao.

Uma alternativa ao CHOP é o protocolo COP (Ciclofosfamida, Vincristina e
Prednisolona), tendo sido comprovados resultados similares entre os dois protocolos
(Teske et al., 2002).

A monoterapia com doxorubicina (25mg/m? a cada 3 semanas para o total de 5
administracBes), prednisolona paliativa, ou a lomustina (30 a 60 mg/m? a cada 3 a 6
semanas) sd8o uma alternativa para proprietarios que nao aceitem protocolos menos
espacados de tempo (exemplo: CHOP), contudo, a sua eficacia é limitada (Peaston &
Maddison, 1999; Kristal et al., 2001; Rassnick et al., 2001; Fan et al., 2002). A L-
asparaginase €, frequentemente, aplicada em protocolos de quimioterapia do linfoma do
gato; no entanto apresenta um periodo de acdo mais curto (deplecdo da asparagina
durante 7 dias) e uma taxa de resposta (remissdao) (30%), inferior a do cdo (80%)
(LeBlanc et al., 2007).

De um modo geral, a taxa de resposta aos protocolos CHOP e COP nos gatos
com linfoma (de 50 a 80%, com tempos médios de sobrevivéncia de 4 a 6 meses) sao
inferiores as dos cédes. Contudo os dados aqui representados tém origem em estudos
realizados em grupos de gatos com linfoma com localizagfes, subtipos e estadios
diferentes, consquentemente com progndsticos variaveis (Mooney et al., 1989; Moore et
al., 1996; Vail et al., 1998; Malik et al., 2001; Teske et al., 2002; Milner et al., 2005;
Hadden et al., 2008; Simon et al., 2008). E possivel encontrar, no apéndice | do

o4



presente trabalho, as principais caracteristicas das diferentes entidades de linfoma GI do
gato.
1.2.7. Progndéstico

Para o linfoma do gato estdo definidos fatores de progndstico positivos, dos
quais se destacam a localizacdo anatémica (nasal), a resposta a terapéutica (gatos que
atingem remissdo completa apresentam tempo de sobrevivéncia superior), a auséncia de
sinais clinicos aquando do diagndstico, a seronegatividade para FelLV, o grau
histolégico baixo ou entidade LTAE tipo Il, inclusdo de doxorubicina efou L-
asparaginase no protocolo de tratamento de linfomas de intermédio a alto grau, auséncia
de perda de peso ou de condi¢do corporal (Mooney et al., 1989; Moore et al., 1996;
Vail et al., 1998; Zwahlen et al., 1998; Fondacaro et al., 1999; Rassnick et al., 1999;
Kristal et al., 2001; Teske et al., 2002; Carreras et al., 2003; Patterson-Kane et al.,
2004; Brenn et al., 2008; Lingard et al., 2009; Stein et al., 2010; Krick et al., 2008,
2011). Estdo, igualmente, definidos alguns fatores de prognostico negativos, tais como
elevados niveis de Lactato Desidrogenase (LDH) no momento do diagnostico, grau
histolégico intermédio a alto, a entidade LGGC, o linfoma GI B e o LTAE tipo I)
(Hadden et al., 2008; Moore et al., 2011). Contrariamente a outras espécies, a expressao
de glicoproteina-P e contagem de indices de proliferacdo (Ki-67, AQNOR, PCNA) ou a
atividade das telomerases no momento do diagndstico ainda ndo apresentam valor
prognostico bem definido (Vail et al., 1998; Rassnick et al., 1999; Brenn et al., 2008;
Vail, 2013). O anexo Il representa o resumo das principais carateristicas das diferentes

localizac6es de linfoma do gato e os seus diferentes progndsticos.

1.3.  Objectivos
O presente trabalho tem como objetivo principal, de forma retrospetiva
classificar amostras de linfoma ndo-Hodgkin de 45 gatos, de acordo com o esquema de
classificacdo da Organizacdo Mundial de Satde (OMS). Foi ainda avaliada a expressdo
de trés marcadores de imunofenétipo B (CD79acy, BLA.36 ¢ Pax5) e um T (CD3) ¢
realizada a caracterizacdo histopatoldgica, tendo em conta o nimero de mitoses e no
caso do linfoma Gl foi, ainda, avaliada a extensdo do tumor - mucosa ou transmural - e

0 epiteliotropismo.
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2. Materiais e Métodos

2.1.Introducéo

O presente trabalho foi realizado nas instalagdes laboratoriais do Instituto
Portugués de Oncologia (IPO), Lisboa, Francisco Gentil. Para a sua realizagdo foram
recolhidas 49 amostras previamente diagnosticadas como linfoma ndo-Hodgkin (LnH)
no gato fixadas em formol e incluidas em blocos de parafina a partir do arquivo de trés
diferentes laboratérios com servico de histopatologia que, gentilmente, as cederam
(VetPat [28 amostras], DNATech [9 amostras] e IPO-Lisboa [8 amostras]) entre os
anos de 2008 e 2012 (apéndice I1). Além disso, foram utilizados como controlos, para a
analise posterior de imunohistoquimica, dois linfonodos normais, um linfonodo reativo,
duas amostras de parede gastrica normal e uma tonsila de gatos saudaveis, obtidos do
arquivo do laboratério VetPat. As amostras sdao provenientes de gatos submetidos a
procedimentos cirdrgicos de diagnostico e de necrépsia apés morte por doenca
progressiva ou eutanasia.

Foram excluidas 4 amostras de LnH de gato dada a parca quantidade de tecido
processado, falta de informacdo demogréfica, tecido com elevada percentagem de
autolise ou com ma fixacdo. Todas as 45 amostras foram processadas nas instalacdes do
IPO, Lisboa, segundo protocolo da Instituicdo, para posterior coloragdo hematoxilina-
eosina (H&E), caracterizacdo histopatoldgica, andlise imunohistoquimica e
classificagdo de acordo com a OMS baseada no estudo de Moore et al., (2011).

2.1.1. Populacéo Estudada e Anélise Histopatoldgica
Para cada animal foram registadas as seguintes caracteristicas: raca, idade,
género e localizacdo anatémica do linfoma. No que diz respeito a classificacdo
anatémica, no presente trabalho optou-se pelo seguinte esquema: Mediastinico, Nodal,
Extranodal, Gastrointestinal e Inclassificavel, sendo a Ultima aplicada aos casos cuja

origem priméria se desconhece.

As amostras foram fixadas em formol a 10% e processadas para inclusdo em
blocos de parafina. Foram realizados, a partir dos blocos, cortes com 3 um de espessura
para consequente coloracdo com H&E, de acordo com a técnica de rotina do laboratério
do IPO, Lisboa. Todas as amostras, previamente classificadas como linfoma por
patologistas veterinarios (Prof. Doutor Pedro Faisca, DNATech e Universidade
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Lus6fona de Humanidades e Tecnologias e Professora Doutora Maria Conceicao
Peleteiro, laboratério de anatomia patoldgica veterinaria, VetPat) foram observadas ao
microscépio Otico pelo autor e por um especialista em Hematopatologia humana do
Instituto Portugués de Oncologia — Francisco Gentil, Lisboa, Dr. José Cabecadas, com
os objetivos de confirmar o diagndstico de linfoma ndo-Hodgkin, avaliar diversas
carateristicas histolégicas dos linfomas e classifica-los morfologicamente.

Apoés confirmagdo do diagndstico de linfoma foram avaliadas as seguintes
carateristicas histoldgicas, previamente estabelecidas por Valli et al. (2000) e adaptadas
pelo autor conforme definido a baixo:

NUmero de mitoses — visualizacdo de 10 campos de observacdo com ampliacéo a 400X;
E para o linfoma Gastrointestinal (GI) foi avaliado o padréo de distribuicdo das células
neoplasicas na parede intestinal em: 1) Apenas a Mucosa e Lamina Prépria estdo
afetadas e 2) Envolvimento Transmural, em que a mucosa, a lamina prépria, a
submucosa, a(s) camada(s) muscular(es) e serosa podem estar afetadas. Além disso, foi,

ainda, avaliado o epiteliotropismo, confirmado pela imunohistoquimica.

2.1.2. Imunohistoquimica

Imunohistoquimica utilizando 0s marcadores CD3, CD79acy, Pax5, BLA.36

A imunohistoquimica foi aplicada as 45 amostras de LnH do gato, por forma a
definir o fenétipo B vs T utilizando um anticorpo anti-CD3 (A452; Dako, Glostrup,
Denmark, 1:500) para a identificacdo das células T, e anticorpos anti-CD79acy (M7051,
clone HM57; Dako, Glostrup, Denmark, 1:200), anti-Pax5 (NCL-L-Pax5, Novocastra,
UK, 1:40) e anti-BLA.36 (M0533; Dako, 1:50) para a identificacdo das células B.
Foram realizados cortes com 3um de espessura dos blocos de parafina. As 1aminas
foram aquecidas para a recuperacdo antigénica e desparafinagdo no médulo PTLink
(Dako) com recurso a solucéo alcalina Envision Flex™ (Dako) durante 20 minutos a
94°C. A peroxidase enddgena foi bloqueada através da incubacdo das laminas durante
20 minutos com a solucdo de bloqueio da Peroxidase DakoReal™ seguida por etapas de
lavagem. Os anticorpos anti-CD3, anti-CD79acy, anti-Pax5, anti-BLA.36, foram
diluidos no diluente de ligagdo de anticorpos primérios (Leica, Bond) a 1:500, 1:200,
1:40 e 1:50, respetivamente, e aplicados sobre as amostras durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Apds lavagem, as laminas foram incubadas com DakoReal™
Envision® HRP Rabbit/Mouse durante 30 minutos. O cromogéneo (castanho) utilizado
para os anticorpos foi a 3,3’-Diaminobenzidina (Dab ) e a hematoxilina de Mayer foi
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utilizada como meio de contraste (azul); as laminas foram montadas com recurso a
Eukitt®. Como controlos positivos foram utilizados cortes de linfonodo normal,
linfonodo reativo, tonsila e mucosa gastrica de gato; como controlo negativo foram
utilizadas amostras sem anticorpo primario.

O resultado era considerado positivo para um marcador, quando mais de 75%
das células apresentavam marcacdo especifica para os antigénios estudados. A
expressao de Pax5 foi considerada positiva se 0 nucleo das células neoplasicas revelasse
marcacdo positiva, ao passo que a expressdo de CD3, CD79%icy ¢ BLA.36 foi
considerada positiva se a membrana citoplasmatica revelasse a presenca do marcador
(castanho).

As amostras foram revistas ao microscopico pelo autor e pelo Dr. José
Cabecadas e seguidamente classificadas de acordo com o esquema de classificacdo
OMS (Vezzali et al., 2009; Moore, et al., 2011; Valli et al., 2011).

2.2.Andlise Estatistica Descritiva
Foi realizada analise estatistica descritiva para os aspetos clinicos e laboratoriais
dos 45 casos de linfoma ndo-Hodgkin do gato, com recurso ao programa informatico
Microsoft Office Excel 2010®.

3. Resultados
3.1.Caraterizagdo da amostra estudada e estatistica descritiva

As caracteristicas registadas para cada animal (raca, idade, género e localizacao
anatémica do linfoma) estdo representadas no apéndice Il e resumidos na tabela 4.
Resumidamente, a raca Europeu Comum esta sobrerrepresentada nesta amostragem,
representando 75,6% (34/45) dos gatos. Os machos representam 66,7% (30/45) dos
gatos e as fémeas apenas 33,3% (15/45). Dos machos, os castrados estdo
sobrerrepresentados, constituindo 40% (18/45). Dentro de todos os linfomas, o fenétipo
predominante foi o B, representando 51,1% (23/45), tendo sido encontrados 48,9%
(22/45) de linfomas T. Em relagdo a localizagdo anatomica do linfoma, a mais frequente
foi a gastrointestinal (62,2%, 28/45) e de entre este, o fendtipo T foi 0 predominante
(64,3%, 18/28), verificando-se, ainda, maior prevaléncia no Jejuno 39,2% (11/28). A
informacdo relativa a pesquisa de infecdo por FIV e FeLV apenas foi possivel em
55,5% (25/45) dos casos e de entre estes, apenas 4,4% (2/45) revelaram infecdo por

FeLV. De acordo com esquema de classificacdo da OMS a entidade Linfoma B Difuso
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de Células Grandes (LBDCG) variante imunoblastica foi a mais prevalente na
populacdo estudada, representando 29% (13/45) dos casos. Dentro do grupo de linfomas
gastrointestinais, a entidade Linfoma T Associado a Enteropatia (LTAE) foi a mais
prevalente, representando 28,6% (8/28) dos casos. A idade dos pacientes felinos
estudados variou de 1 a 17 anos de idade com média de 9,4 anos e desvio padrdo de 3,2,
existindo maior prevaléncia de linfoma gastrointestinal nos gatos idosos e outras
localiza¢Bes (extranodal, mediastinica e multicéntrica) com maior incidéncia em gatos
jovens.

Relativamente as carateristicas histolégicas estudadas (nimero de mitoses e
particularmente para o linfoma gastrointestinal o grau de extensdo do linfoma pelas suas
paredes), identifica-se maior frequéncia de mitoses no linfoma B (mais de 20 mitoses
por campo de observagdo a 400x em 30,4%, 7/23 dos linfomas B). Dos linfomas
gastrointestinais de fendtipo B, apenas um (10%, 1/10) apresentava apenas
envolvimento de mucosa e lamina propria, os restantes revelaram envolvimento de
todas as camadas intestinais e carater histoldégico agressivo, com destruicdo da
arquitetura das diferentes camadas do intestino. A entidade LTAE revelou
maioritariamente padrdo de distribuicdo em “aglomerados de linfécitos” (5/8 = 62,5%)
seguido pelo padrdo “em banda” (3/8 =~ 37,5%). O LBDCG e o LTTCP revelaram na
maioria dos casos padrdo de distribuicdo de “obliteracdo da lamina propria”. Os
resultados aqui descritos estdo resumidos nos apéndices Il e V. Os resultados da
analise de estatistica descritiva estdo resumidos nas tabelas 4 a 11, nas figuras 1 e 2 dos
apéndices e apéndices VI a X.
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Tabela 4. Resumo dos dados estatisticos para os 45 casos de LnH do gato estudados.

Raca
Europeu Comum
SIETES
Bosques da Noruega
6

Género
Fémea
Macho
Fémea Castrada
Macho Castrado
Fendtipo
]
T
Linfoma Gl 62% (28/45)
T
B
FIV e FeLV
FeLV positivo
FIV e FeLV negativo
Indeterminado
Localizagdo do Linfoma
Gastrointestinal
]
T
Multicéntrico
]
T
Mediastinico
T
Extranodal
=]
Localizacdo Anatomica
Estdmago
Duodeno
Jejuno
ileo
Coélon
INELEL
Cuténeo
Sistema Nervoso Central
Membrana Nictitante
Mediastino
Nodal
Baco
Figado
Traqueia
Rim
Classificagdo OMS
LBDCG I
LBDCGC
LBNS
LF
LBPC
LTAE Il
LTAE I
LTPNE
LTTCP
LLC/LL

Idade (Anos) Meédia=9,4 DP = 3,2

Idade (Anos)
B
T

FeLV - Virus da Leucemia Felina; FIV — Virus da Imunodeficiéncia Felina; LBDCG | — Linfoma B Difuso de Células Grandes
variante Imunobléstica; LBDCG C - Linfoma B Difuso de Células Grandes variante Centroblastica; LBNS — Linfoma B Néo
Subclassificavel; LF — Linfoma Folicular Grau 1 / 2; LBPC — Linfoma B de Pequenas Células; LTAE Il — Linfoma T Associado a
Enteropatia tipo I1; LTAE I — Linfoma T Associado a Enteropatia tipo I; LTPNE — Linfoma T Periférico Nao Especifico; LTTCP
— Linfoma T Transmural de Pequenas Células; LLC / LL — Leucemia Linfocitica Cronica / Linfoma Linfocitico.
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Tabela 5. Idade (anos) por grupos fenotipo: medidas de estatistica descritiva

Idade
Minimo | Maximo | Média DP*
B 1 14 8,9 3,2
T 3 17 9,9 3,2

*DP=Desvio Padrao amostral

Tabela 6. Idade (anos) por localizagdo do tumor: medidas de estatistica descritiva
Idade

Minimo | Média DP”
Gl (n=28) 5 10 2,8
Outros (n=17) 1 8,4 3,7

*DP — Desvio Padrdao Amostral

Grau de extensao das células tumorais

Tabela 7. Extensdo das células tumorais nos linfomas GI: frequéncia absoluta e
relativa
Extensdo: mucosa ou transmural
Mucosa
9 (32,1%)

Transmural
19 (67,9%)

Epiteliotropismo e invaséo nodal

Tabela 8. Epiteliotropismo nos linfomas GI: frequéncia absoluta e relativa

Epiteliotropismo

sim nao

20 (71,4%) 8 (28,6%)

Tabela 9. Invasdo nodal nos linfomas GI: frequéncia absoluta e relativa

Invasao nodal

sim nao

13 (46,4%) 15 (53,6%)
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Tabela 10. Apresentacéo do resumo das carateristicas histologicas dos linfomas
estudados, com principal énfase as entidades mais frequentemente identificadas
(LBDCG C, LBDCG I, LTAE I e LTAE 11).

B(®) T (%) LBDCGC (%) LBDCGI(@) LTAEI (@) LTAEII (%)

Mitoses
4 4 0 9 0 5
11 20 4 17 0 18
20 16 9 17 9 5
16 9 17 13 0 0
Linfoma GI (Extenséo)
1 4 29 4 0 0 21
2 32 43 11 21 7 0

OMS - Organizacdo Mundial de Salude; Gl — Gastrointestinal; LBDCG C - Linfoma B Difuso de
Células Grandes, variante Centroblastica; LBDCG 1 - Linfoma B Difuso de Células Grandes, variante
Imunoblastica; LTAE | — Linfoma T Associado a Enteropatia tipo I; LTAE Il - Linfoma T Associado a
Enteropatia tipo I1.

3.1.1. Detecdo das proteinas CD79acy, Pax5 e BLA.36 nas amostras
de LnH de gato para determinacéo do fenétipo B

Os resultados da imunohistoquimica das 45 amostras de linfoma ndo-Hodgkin
(LnH) do gato estédo resumidos na tabela 11. Dos trés marcadores de linhagem celular B,
apenas 0 BLA.36 foi expresso em 100% dos linfomas de fen6tipo B (23/23), seguido
pelo CD79acy que marcou 82,6% (19/23) dos linfomas B e, por fim, o Pax5 que
marcou 78,3% (18/23) dos linfomas B. O marcador BLA.36 apresentou expressao
positiva em 9% (2/22) dos linfomas T e dos restantes marcadores de linhagem B
nenhum revelou expressao positiva em linfomas T.

As amostras de linfoma B revelaram marcagcdo consistente de membrana
citoplasmatica e citoplasma das moléculas BLA.36 e CD79acy e nuclear para a proteina
Pax5 (Figura 5). Nos linfomas de fendtipo T, as células com expressdo positiva de CD3
nao revelaram co-expressao com Pax5 ou CD79acy; contudo, foram observadas células
B (expressdo de Pax5, CD79acy e BLA.36) entre as células neoplasicas T.

As amostras de linfoma B estudadas revelaram que 73,9% (17/23) expressam
CD79ucy e BLA.36 membranar/citoplasmatico e Pax5 nuclear em simultaneo. A co-
expressdo de BLA.36 e CD79acy foi observada em 13,04% (3/23); 8,7% (2/23) apenas
expressaram BLA.36 e Pax5; 4,3% (1/23) apenas expressou BLA.36. Os resultados

encontram-se representados no apéndice V.
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Figura 5. Linfoma ndmero 9, Traqueia de gato. A — Coloragdo Hematoxilina-Eosina, com evidente padrdo difuso
com perda da arquitetura traqueal, ampliacdo 40x; B — Imunohistoquimica (IHQ) utilizando anticorpo anti-CD3
(A452; Dako, Glostrup, Denmark, 1:500), Imunomarcacéo negativa, ampliacdo 40x; C — IHQ utilizando anticorpo
anti-CD79acy (M7051, clone HM57; Dako, Glostrup, Denmark, 1:200), Imunomarcagdo de membrana
celular/citoplasma observada com objetiva de 40x. A caixa em destaque no canto superior direito corresponde a uma
ampliagéo de 200x; D — IHQ utilizando anticorpo anti-Pax5 (NCL-L-Pax5, Novocastra, UK, 1:40), Imunomarcacao
de membrana celular/citoplasma observada com objetiva de 40x. A caixa em destaque no canto superior direito
corresponde a uma ampliagdo de 200x; E — IHQ utilizando anticorpo anti-BLA.36 (M0533; Dako, 1:50),
Imunomarcacéo de membrana celular/citoplasma observada com objetiva de 40x. A caixa em destagque no canto
superior direito corresponde a uma ampliagdo de 200x.

Estas carateristicas sdo consistentes com linfoma B difuso de células grandes variante imunoblastico (LBDCG [I]),
constituido por células neoplasicas maiores que os linfécitos normais, com nicleo laxo e nucléolo central evidente e
ligeiramente eosinofilo (aspeto semelhante a imunoblastos, células imaturas da linhagem B), com varias mitoses e
apoptoses por campo de observacéo; é considerado um subtipo de LBDCG de comportamento histologico e clinico
agressivo. Fotografias originais do autor.
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3.1.2. Detecdo da proteina CD3 nas amostras de LnH de gato para
determinacéo do fenotipo T
Das 45 amostras analisadas, 20 apenas expressaram a proteina CD3, indicando
linhagem celular T (20/45 = 44,44%). Duas amostras co-expressaram as proteinas CD3
e BLA.36 e foram consideradas linfoma de fendtipo T, dada a forte expressao de CD3.
Mais de 60% das células das 22 amostras consideradas de fenotipo T demonstraram
forte expressdo da molécula CD3 na membrana citoplasmatica (Figura 6). Tendo em
conta que o linfoma gastrointestinal (GI) foi a localizacdo anatémica mais frequente
desta série (28/45 = 62,2%), foi dada especial atengdo a predominancia do fenétipo T
(18/28 =~ 64,3%) e ao subtipo classificado como Linfoma T Associado a Enteropatia
(LTAE) (8/28 ~ 28,6%), representando 44,4% (8/18) dos linfomas T Gl desta série de
LnH de gato. Dentro do subtipo LTAE, o tipo Il (envolvimento Gnico da mucosa e
lamina prépria), foi o tipo predominante (6/8 ~ 75%); 100% destas amostras evidenciou
epiteliotropismo bem como composicdo por células pequenas. Cinco dos linfomas
gastrointestinais foram classificados como Linfoma T Periférico Nao Especificado
(LTPNE) dada a escassez de amostra, ndao sendo possivel avaliar a presenca de
enteropatia associada e por isso ndo ser possivel classificar como LTAE. A figura 6
representa um exemplo de linfoma T Gl classificado como LTAE tipo I.
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Figura 6. Linfoma nimero 44, Intestino Delgado, Jejuno de gato. A — Coloragdo Hematoxilina-Eosina, com evidente padrdo
difuso e perda da arquitetura intestinal, evidenciando-se encurtamento e fusdo das vilosidades associada a diminuigdo da
espessura da mucosa com aumento da espessura da lamina prépria e regido glandular, devido a invasdo por linfécitos
neoplasicos; é evidente o envolvimento transmural; observagdo com objetiva de 40x. A caixa em destaque no canto superior
direito corresponde a uma ampliacdo de 100x; B — Imunohistoquimica (IHQ) utilizando anticorpo anti-CD3 (A452; Dako,
Glostrup, Denmark, 1:500), Imunomarcagdo de membrana celular/citoplasma observada com objetiva de 40x. A caixa em
destaque no canto superior direito corresponde a uma ampliagdo de 400x; C — IHQ utilizando anticorpo anti-CD79acy
(M7051, clone HM57; Dako, Glostrup, Denmark, 1:200), Imunomarca¢do de membrana celular/citoplasma negativa,
ampliacdo a lupa e no canto superior direito com a objetiva de 40x; D — IHQ utilizando anticorpo anti-Pax5 (NCL-L-Pax5,
Novocastra, UK, 1:40), Imunomarcacdo nuclear negativa, ampliagdo a lupa e no canto superior direito com a objetiva de
40x; E — IHQ utilizando anticorpo anti-BLA.36 (M0533; Dako, 1:50), Imunomarcacdo de membrana celular/citoplasma
negativa, observagdo com objetiva de 40x e no canto inferior esquerdo com a objetiva de 100x; H - Coloragéo
Hematoxilina-Eosina. A seta preta evidencia mitose e a seta vermelha uma apoptose, observagdo com objectiva de 100x.
Estas carateristicas sdo consistentes com linfoma T associado a enteropatia tipo | (LTAE tipo 1), constituido por células
neoplasicas com dimensdo semelhante a dos linfécitos normais, com ndcleo laxo, cromatina densa e nucléolo pouco
evidente, com algumas mitoses e apoptoses por campo de observacdo; € considerado um subtipo de LTAE de
comportamento histolégico agressivo dado o envolvimento transmural. Fotografias originais do autor.
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Tabela 11. Apresentacao dos dados clinico-patoldgicos das 45 amostras de LnH de gato

estudadas.

Variaveis

CD3 (%) CD79acy (%) Pax5 (%) BLA.36 (%)

Fendtipo
2] 0 87 83 100
T 100 0 0 9
Classificagdo OMS
LBDCG I 0 77 77 100
LBDCG C 0 100 100 100
LBNS 0 100 0 100
LF grau 1/2 0 100 100 100
LBPC 0 100 100 100
LTAE I 100 0 0 0
LTAE Il 100 0 0 33
LTPNE 100 0 0
LTTCP 100 0 0
LLC 100 0 0

LBDCG 1 - Linfoma B Difuso de Células Grandes variante Imunobléstica; LBDCG C - Linfoma B Difuso de
Células Grandes variante Centroblastica; LBNS — Linfoma B Nédo Subclassificavel; LF grau 1/2— Linfoma Folicular
Grau 1/ 2; LBPC - Linfoma B de Pequenas Células; LTAE Il — Linfoma T Associado a Enteropatia tipo II; LTAE |
— Linfoma T Associado a Enteropatia tipo I; LTPNE - Linfoma T Periférico Nao Especifico; LTTCP - Linfoma T
Transmural de Pequenas Células; LLC / LL — Leucemia Linfocitica Crénica / Linfoma Linfocitico. *A classificacéo
foi realizada pelo autor e pelo hematopatologista de medicina humana Dr. José Cabecadas de forma cega, existindo
concordéncia em 100% dos casos. Nota — Cinco dos casos de Linfoma Gastrointestinal foram classificados como
Linfoma T Periférico N&do Especifico pelo facto da amostra ndo apresentar mucosa, 0 que possibilitaria a classificagao
como LTAE caso existisse envolvimento da mesma.
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4. Discusséo

Os resultados obtidos coincidem com os descritos na literatura recente. A raca
mais prevalente no presente estudo foi o Europeu Comum, possivelmente devido a
sobrerrepresentacao desta raca na populacédo felina propensa. Em relacdo a raca Bosques
da Noruega €é interessante referir que dos 4 linfomas gastrointestinais diagnosticados
nesta raca, 1 foi do estdbmago, 2 do colon e apenas 1 do intestino delgado (jejuno),
existindo aparente sobrerrepresentacdo do linfoma gastrico e do célon, localizagdes
menos frequentes no linfoma GI do gato (Moore et al., 2011). Importa, no entando
realcar que qualquer raca poder ser afetada, pelo linfoma (Louwerens et al., 2005).

Né&o existem dados concretos na literatura no que diz respeito a predisposicdo do
género em gatos; contudo, alguns autores sugerem que 0s gatos machos inteiros tém
maior predisposi¢do, dado o maior risco de infecdo retroviral (Meincke et al., 1972;
Court et al., 1997; Gabor et al., 1998). Esta descrito o potencial efeito protetor das
hormonas femininas no LnH do Homem e do céo (Villamil et al., 2009). No presente
estudo, os machos representam 66,7% (30/45) (Tabela 4) dos casos estudados, sendo a
maioria machos castrados (60%, 18/30) (Tabelas 4). Estes resultados podem estar
associados a i) aumento da esperanca média de vida dos gatos machos castrados ou ii)
potencial acdo protetora das hormonas femininas o que pode justificar a menor
prevaléncia de fémeas na populacdo estudada, vindo ao encontro, também, ao ja
descrito para o cdo e Homem.

De acordo com a literatura, o fen6tipo mais frequente no linfoma do gato é
controverso, principalmente em relagdo ao linfoma gastrointestinal, existindo estudos
que definem o fendtipo B como o mais prevalente (Vail et al., 1998; Patterson-Kane et
al., 2004; Pohlman et al., 2009), o fen6tipo T como mais prevalente (Cesari et al., 2009;
Vezzali et al., 2009; Kiupel et al., 2011; Moore et al., 2011; Chino et al., 2013) e
prevaléncia semelhante entre ambos os fenétipos (Fondacaro et al., 1999; Jackson et al.,
1993, 1996). O presente trabalho revela prevaléncia semelhante dos fen6tipos B e T na
populacdo estudada (fendtipo B em 51,1% (23/45) dos casos e fendtipo T em 48,9%
(22/45) dos casos) (Tabela 4). No entanto, € evidente a predominéncia do fenotipo T na
localizagéo gastrointestinal, representando 64,3% (18/28) dos linfomas gastrointestinais
estudados (Tabela 4). Resultado coincidente com os resultados de estudos recentes
(Cesari et al., 2009; Vezzali et al., 2009; Kiupel et al., 2011; Moore et al., 2011). A
baixa prevaléncia de linfoma GI T no gato, reportada em estudos anteriores, pode-se
dever ao facto de néo se ter determinado a clonalidade da populagéo celular envolvida
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(T vs B) através de imunohistoquimica, citometria de fluxo e/ou detecdo de rearranjos
do recetor de antigenio por PCR. Assim, é muito provavel que, em estudos anteriores ao
uso de técnicas moleculares para definicdo de clonalidade, a real incidéncia de linfoma
gastrointestinal T, tenha sido subestimada, dada a dificil distincdo entre linfoma
gastrointestinal e doenca idiopatica intestinal linfoplasmocitica (Moore, et al., 2011).

Relativamente a prevaléncia de infecdo por retrovirus, apenas 4,4% (2/45) dos
gatos com linfoma estudados apresentaram infecdo por FeLV (Tabela 4). Os dois gatos
envolvidos apresentavam idades entre 0 1 e os 3 anos, e foram diagnosticados com
linfoma da terceira palpebra (extranodal) e mediastinico, respetivamente. Estes dados
confirmam a tendéncia da infecdo por FeLV em gatos jovens com as localizacdes
mediastinica e extranodal (Spodnick et al., 1992; Mahony et al., 1995; Court et al.,
1997; Slawienski et al., 1997; Gabor et al., 1998; Vail et al., 1998; Zwahlen et al.,
1998; Gabor et al., 1999; Peaston et al., 1999; Rassnick et al., 1999; Louwerens et al.,
2005). Nenhum dos gatos com linfoma gastrointestinal demonstrou infecdo por FeLV,
sendo a sua média de idades de 10 anos. Teske et al., (2002), por exemplo, reportam
apenas quatro gatos infetados com FeLV e Linfoma numa populacdo de 54 gatos
testados, dos quais 22 apresentavam a localizacdo mediastinica. A baixa prevaléncia de
infecdo por retrovirus pode dever-se a i) diminuicdo da prevaléncia de infecdo na
populacdo de gatos domeésticos, devido a maior preocupacdo dos proprietarios em
vacinagdo, esterilizagdo e confinamento e ii) auséncia de infecdo ativa, associada a
possivel infecdo crénica e presenca de DNA viral (provirus) nos linfocitos neoplasicos
(laténcia viral), o qual pode ser detetado através da técnica de PCR. Esta reportado, a
deteccdo por PCR, da existéncia de material genético viral em amostras de gatos com
linfoma FelLV-antigénio-negativos (Jackson et al., 1993). Contudo, outro estudo,
recorrendo igualmente a técnica de PCR, reporta baixa prevaléncia de infecdo (4,5%),
semelhante ao que se verificou no presente estudo (Sheets et al., 1993).

A localizacdo anatomica mais prevalente na amostra estudada foi a
gastrointestinal (Gl), dos linfomas estudados, seguido pelas localizagbes extranodal,
multicéntrica e mediastinica (Tabela 4), o que corresponde a prevaléncia reportada em
estudos anteriores (30 a 70% dos casos). Dentro do trato gastrointestinal, a localizagédo
mais frequente foi o jejuno, representado 39,2% (11/28) dos linfomas estudados, tal
como reportado na literatura (Richter, 2003; Pohlman et al., 2009; Vezzali et al., 2009;
Moore et al., 2011; Barrs & Beatty, 20122 2012b). A baixa prevaléncia da localizacdo

mediastinica pode ser devido a: i) diminuicdo de infecdo por FeLV em gatos jovens
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pertencentes a proprietarios sensibilizados para a vacinagdo e esterilizacdo, bem como
para 0 acompanhamento médico veterinario, ou ii) ao facto da raca siamesa estar sub-
representada na amostra estudada (predisposta para o desenvolvimento desta localizagéo
de linfoma; o Unico linfoma mediastinico da presente amostra foi diagnosticado num
gato siamés de 3 anos de idade), ou iii) a idade dos pacientes (adultos a geriatricos), ou,
ainda, iv) devido ao dificil acesso ao mediastino para obtencdo de tecido, estando
associando a procedimento de elevado risco; além de que post-mortem, alguns
proprietarios podem ja ndo querer dispender mais para a obtencdo de um diagndstico.

O linfoma extranodal foi a segunda localizacdo de linfoma mais frequente,
representando 26,7% (12/45) dos linfomas estudados (Tabela 4). O fendtipo B foi o
predominante no linfoma extranodal, representando 100% (12/12) dos linfomas,
confirmando a tendéncia para o fen6tipo B das localizagbes extranodais (principalmente
as localizacOes nasal e renal) previamente reportada (Tabela 4) (Vail et al., 1998; Gabor
et al., 1999; Mukaratirwa et al., 2001; Little et al., 2007; Moore, 2013). As restantes
localizagBes, multicéntrica e mediastinica estdo representadas em reduzido numero,
verificando-se, porém, tendéncia do fendtipo B (75%) na localizacdo multicéntrica e
fendtipo T (100%) na mediastinica, como previamente reportado (Vail, 2013).

Relativamente a idade, varios estudos anteriores reportam que a média de idades
dos gatos diagnosticados com linfoma é entre os 10 e 12 anos (Francis et al., 1979;
Hardy et al., 1980; Vail et al., 1998; Louwerens et al., 2005; Vail & Young, 2007;
Krick et al., 2011; Moore et al., 2011). Estdo descritos casos de linfoma diagnosticados
em gatos com idades entre os 4 meses e 20 anos de idade (Court et al., 1997; Meincke
et al., 1972). No presente trabalho, o gato mais jovem diagnosticado apresentava um
ano de idade (fen6tipo B) e 0 mais idoso apresentava 17 anos de idade (fendtipo T). De
um modo geral a média de idades é semelhante a reportada na literatura (9-11 anos). No
que diz respeito ao fendtipo, a média de idades dos gatos diagnosticados com linfoma B
e T, ndo revelou variacdo significativa (Tabelas 4 e 5). Relativamente a localizagdo
anatémica, observa-se maior tendéncia para o desenvolvimento de linfoma
mediastinico, multicéntrico e extranodal em gatos mais jovens, enquanto que o linfoma
gastrointestinal foi identificado tendencialmente em gatos mais idosos, tal como
reportado na literatura (Barrs & Beatty, 2012a) (Tabela 4). No linfoma GI, a média de
idades para o linfoma B foi de 9,2 anos e para o linfoma T foi de 10,5 anos, verificando-
se, tal como em estudos anteriores, média de idade superior no caso do linfoma Gl
(Tabelas 4 e 6) (Spodnick et al., 1992; Lane et al., 1994; Mahony et al., 1995; Court et
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al., 1997; Slawienski et al., 1997; Gabor et al., 1998; Vail et al., 1998; Zwahlen et al.,
1998; Gabor et al., 1999; Peaston & Maddison, 1999; Rassnick et al., 1999; Louwerens
et al., 2005).

De acordo com o esquema de classificacdo da OMS, a entidade mais prevalente
na populacdo estudada foi o Linfoma B Difuso de Células Grandes (LBDCG) variante
imunoblastica. Esta entidade de linfoma é reconhecida como uma das mais frequentes
em medicina humana (30 a 40%) e no cdo (40 a 70%) (Vezzali et al., 2009; Valli et al.,
2011; Martelli et al., 2013; Valli et al., 2013). No gato o LBDCG, dentro do fenétipo B
é a entidade mais frequente (47%) (Vezzali et al., 2009); porém dada a
sobrerrepresentacdo do linfoma gastrointestinal, a entidade Linfoma T Associada a
Enteropatia (LTAE) (64%) sobrepbe-se ao LBDCG na localizagdo gastrointestinal
(Vezzali et al., 2009). No presente estudo, observa-se predominancia do LBDCG,
seguido pelo LTAE e Linfoma T Periférico Ndo Especifico (LTPNE) (Tabela 4),
resultados discordantes em relacdo a um estudo recente que reporta predominancia
generalizada do linfoma T (Vezzali, et al., 2009), contudo a percentagem de linfoma Gl
de fenotipo T € similar (64%). No que respeita ao linfoma T, verifica-se igual nimero
de linfomas com classificacdo de LTAE e LTPNE. Dos oito linfomas classificados
como LTPNE, cinco sdo gastrointestinais, tendo sido incluidos neste grupo por nao
apresentarem mucosa nos cortes histologicos. A presenca de mucosa nos cortes
histologicos é essencial para a avaliacdo da presenca de enteropatia e infiltracdo de
linfocitos neoplasicos nos espacos inter-epiteliais, para a classificacdo como LTAE
(Kiupel et al., 2011; Moore et al., 2011), razdo pela qual esta entidade se apresenta sub-
representada nesta populacdo, quando comparada com outras (Moore et al., 2011).
Dentro do LBDCG estéo identificadas duas variantes, imunobléstica e centroblastica. A
primeira, habitualmente associada a mau prognéstico, com células com ndcleo
excéntrico com um ou mais nucléolos evidentes e associada a alto indice mitético, foi a
mais prevalente na presente amostra (29%, 13/45), o que indica elevada prevaléncia de
LBDCG de comportamento bioldgico agressivo e elevado grau de malignidade no gato
(Tabela 4). A variante centroblastica (15,6%, 7/45) (Tabela 4) € caraterizada pela
presenca de células grandes, cromatina dispersa, multiplos nucléolos, por vezes
fundidos a membrana nuclear e, habitualmente, associada a melhor prognéstico que a
variante imunoblastica. A forma imunoblastica pode apresentar aspetos de diferenciacdo
plasmocitaria, estando, dessa forma, associada a estadio de maturacdo avancada da
linhagem celular B (Martelli et al., 2013). Dos quatro linfomas B que ndo expressam o
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fator de transcricdo Pax5, trés sdo LBDCG variante predominantemente imunoblastica.
O estadio avancado de maturacdo das células B pode justificar a expressdo negativa de
Paxb5, que é apenas expresso nas células B maduras e nos seus estadios iniciais de
maturacdo (Cobaleda et al., 2007a).

Relativamente ao LTAE, estdo descritos os tipos | e Il, uma entidade incomum
em medicina humana e frequente em gatos (Moore et al., 2011). Esta entidade de
linfoma é principalmente identificada em pacientes com sensibilidade ao gliten (doenca
celiaca). Esta entidade revela, frequentemente, encurtamento e fusdo das vilosidades,
aumento da espessura da lamina prépria e regido glandular, infiltracdo por células
pequenas no epitélio das vilosidades, epiteliotropismo dos linfécitos neoplasicos com
reduzido citoplasma, nicleo redondo, de cromatina compacta e nucléolo pouco evidente
(Vail & Young, 2007). Em medicina humana a distin¢&o entre os dois tipos de linfoma é
baseada na morfologia celular, expressdo molecular de CD8, CD56, HLA-DQ2/-DQ8 e
alteracBes genéticas pontuais (Swerdlow et al., 2008). Recentemente, foi demonstrada a
compatibilidade destas entidades de linfoma T entre 0 Homem e 0 gato, com base nas
caracteristicas morfologicas celulares e distribuicdo das células neoplasicas (mucosa,
LTAE tipo IlI; e transmural, LTAE tipo I) (Moore et al., 2011). Nao se conhecem 0s
mecanismos exatos que promovem o aparecimento desta entidade de linfoma no gato,
contudo, seria interessante, em estudos futuros analisar a possivel evolugdo de IBD para
linfoma e uma possivel sensibilidade ao gluten, tal como reportado em medicina
humana (Swerdlow et al., 2008).

O numero de mitoses foi reduzido nas entidades LTAE tipo 1l e Linfoma B de
Pequenas Células (LBPC) (média 0 a 3 mitoses por campo de 200x), contrariamente ao
LBDCG, Linfoma T Transmural de Pequenas Células (LTTCP) e LTPNE, que
demonstraram maior nimero de mitoses (média 5 a 10 por campo de 200x) (Tabela 10 e
apéndices Il e 1V). Foram observadas menos mitoses por campo de observacdo nos
LTAE tipo Il que nos LTAE tipo I, demonstrando importante diferenca entre as duas
entidades. O LBDCG predominantemente imunoblastico revelou maior indice mitético
e presenca de mitoses atipicas que a variante centroblastica, tal como previamente
reportado (Tabela 10 e apéndices 11l e 1) (Martelli et al., 2013). Foi, ainda, observado
maior indice mitético nos linfomas com maior percentagem de necrose (Figura 7); no
entanto, algumas amostras apresentam autélise secundaria a fixacdo inadequada, o que
tornou dificil a associagdo entre estas duas varidveis. A localizacdo anatomica ndo

revelou diferengas no indice mitodtico, existindo, contudo, no linfoma Gl uma
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associacdo interessante entre este parametro e as entidades LBDCG e LTAE, sendo
observado maior nimero de mitoses no primeiro, o que pode indicar comportamento
biol6gico mais agressivo e maior grau de malignidade, tal como previamente reportado
(Tabela 10 e apéndices I11 e V) (Moore et al., 2011). O indice mitético é indiferente a
idade dos gatos afetados. O nimero de mitoses pode ser influenciado pela infe¢do por
FeLV (Valli et al., 2000), sendo que, na presente amostra, apenas um dos dois gatos
infetados revelou elevado indice mit6tico (5 a 10 mitoses por campo de 200x) (Tabela
10 e apéndices Il e 1V).
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Figura 7.: Amostra n°4, estomago. Linfoma B Difuso de Células Grandes
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variante Imunoblastica. Evidentes zonas de esclerose, necrose e varias mitoses (setas

pretas) por campo de observacdo com a objetiva de 100x. Fotografia original do autor.

Em relagdo aos linfomas gastrointestinais foi, ainda, documentado o
epiteliotropsimo (vilosidades e/ou epitélio das criptas), tendo-se observado em 100%
(8/8) dos LTAE tipo I e Il. E embora menos frequente, foi, também, observado
epiteliotropismo em 38,5% (5/13) dos LBDCG variante imunoblastica e 28,6% (2/7)
dos LBDCG variante centroblastica (Tabela 8 e apéndice 1V). O epiteliotropismo é uma
carateristica normal dos linfocitos T no intestino delgado de muitas espécies, incluindo
a felina, funcionando como uma das primeiras linhas de defesa da mucosa intestinal.
Além disso, estes linfocitos desempenham importante funcdo imunoreguladora
limitando a inflamacdo num ambiente partilhado com inimeros microrganismos
comensais. Em gatos saudaveis a densidade dos linfocitos intraepiteliais varia entre 40 a
80 por 100 enterdcitos, sendo ligeiramente superior a dos cdes (20 linfocitos por 100
enterdcitos). O niamero de linfocitos intraepiteliais pode variar entre gatos de diferentes
areas geograficas e com diferentes dietas (Waly et al., 2001; Moore et al., 2011). Nas
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amostras estudadas o epiteliotropismo manifestou-se desde pequenos e discretos
aglomerados celulares a infiltrados difusos do epitélio das criptas e/ou vilosidades. Os
aglomerados de linfocitos intraepiteliais foram rapidamente identificados e a sua
presenca aumentou a sensibilidade para o reconhecimento do linfoma, tal como
previamente reportado (Fondacaro et al., 1999; Richter, 2003). Contudo, a
imunohistoquimica foi essencial para a definicdo do fendtipo dos linfocitos
intraepiteliais, tal como reportado em estudos anteriores (Carreras et al., 2003; Moore et
al., 2005; Roccabianca et al., 2000, 2006). Para reduzir a subjetividade da analise do
epiteliotropismo, este era apenas considerado positivo se por cada 100 enterdcitos
existissem no minimo 40 linfocitos, valor sugerido por Carreras et al., (2003). Segundo
0 mesmo autor, este valor permite aumentar a sensibilidade para o diagndstico de
linfoma, sendo a realizacdo de imunohistoquimica essencial para a correta identificacdo
e contabilizacdo dos linfocitos (Carreras et al., 2003). Além do linfoma GI, o
epiteliotropismo foi avaliado para outras entidades de linfoma associados a epitélio
(nasal, traqueal e cuténeo). Destes, nenhum evidenciou epiteliotropismo. Estudos
anteriores referem que o epiteliotropismo é mais frequente nos linfomas T, podendo,
menos frequentemente, surgir no linfoma B (Mukaratirwa et al., 2001).

No presente trabalho foi, também, observado o padrdo de distribuicdo de
linfécitos na 1amina propria, previamente definido por Moore et al., (2011), dada a sua
importancia para a avaliagdo do grau de malignidade do linfoma. O LTAE revelou
maioritariamente padrdo de distribuicdo dos linfocitos neoplasicos em “aglomerados”
(em 62,5%, 5/8, dos LTAE) e em “bandas” (em 37,5%, 3/8 dos LTAE), estando estas
duas entidades relacionadas com o linfoma de comportamento menos severo, podendo
representar estadios iniciais do linfoma intestinal em gatos (Apéndices Il e IV)
(Fondacaro et al., 1999; Richter, 2003). Em relacdo ao LTTCP foram observados
padrbes de distribuicdo linfoides monomdrficos difusos e de células de tamanho
pequeno a médio na lamina prépria das vilosidades, definidos como “obliteracdo da
lamina prépria das vilosidades” e padrdo de “obliteracdo da lamina prépria”. Estes
ultimos estdo associados a estadios de linfoma mais avancados e podem constituir fator
prognostico negativo. O LBDCG apresentou o padrdo de distribuicdo similar aos
altimos; porém as células neste subtipo de linfoma B sdo grandes e com nucléolo(s)
evidente(s). Além disso, foram observadas zonas de fusdo de vilosidades nas entidades
LTTCP e LBDCG.
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Em 44,5% (20/45) dos linfomas estudados foi registado envolvimento nodal
(Apéndice 1V), tendo sido verificado com maior frequéncia nas entidades LBDCG
variante imunoblastica (de origem gastrointestinal, maioritariamente), LTPNE e
LTTCP. O comportamento mais agressivo destas entidades pode ser a justificacdo para
0 envolvimento ganglionar.

A fenotipagem do linfoma € essencial para a classificagdo de acordo com o
esquema da OMS (Valli et al., 2002). Para tal, as amostras foram submetidas a analise
imunohistoquimica para detecdo de moléculas especificas de células T (CD3) e de
células B (CD79acy, Pax5 e BLA.36). A técnica de imunohistoquimica (IHQ) é uma
das técnicas mais frequentemente aplicadas no linfoma do gato para a determinacdo do
fendtipo predominante (Vail et al., 1998; Roccabianca et al., 2000; Mukaratirwa et al.,
2001; Wang et al., 2001; Valli et al., 2002; Cesari et al., 2009; Pohlman et al., 2009;
Vezzali et al., 2009; Moore et al., 2011; Moore, 2013). Alguns estudos no linfoma do
gato que utilizam unicamente os marcadores CD3 e CD79 para a definicdo de fendtipo
T e B, reportam a existéncia de linfomas sem expressdo de ambas as moléculas, sendo,
por isso, identificados como linfoma de origem em células “Natural Killer”. No
presente estudo, de forma a aumentar a sensibilidade na detecdo de células B, foram
utilizados trés diferentes marcadores B (CD79acy, BLA.36 e Pax5). A reatividade dos
trés marcadores em simultaneo foi observada em, apenas, 74% (17/23) (Tabela 11 e
apéndice V) dos linfomas B, o que pode indicar elevada heterogeneidade das células
tumorais devido a: 1) ganho ou perda de marcadores de diferenciacdo durante a
linfomagénese, 2) diferentes estadios de maturagdo das células B, e 3) ma qualidade dos
tecidos (por processamento inadequado), o que pode perpetuar a reduzida afinidade dos
anticorpos aos epitopos estudados. No linfoma do céo, a expressdo de Pax5 demonstrou
elevada concordancia com a expressdao de CD79 (100%) (Willmann et al., 2008). No
presente estudo o Pax5 falhou na identificagdo de 18% (4/23) de todos os linfomas B,
enquanto que o CD79acy falhou na identificacdo de 13% (3/23) de todos os linfomas B
(Tabela 11 e apéndice V). O BLA.36 identificou 100% (23/23) de todos os linfomas B e
foi expresso em 9% (2/22) dos linfomas T (Tabela 11 e apéndice V). Estes resultados
sdo interessantes dado que o Pax5 é uma molécula muito especifica das células B,
deixando de estar expresso, apenas, nos estadios de diferenciacdo plasmocitaria das
células B, o que pode ser a justificacdo para a expressao negativa do Pax5 nesses
linfomas. Além disso, esses linfomas podem apresentar elevado grau de indiferenciacdo
celular, possivelmente associada a alta agressividade biolégica. O BLA.36 revelou
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elevada sensibilidade para a detecdo de células B. Contudo, foi observada a sua
expressdo em dois linfomas T, o que pode ser devido a: 1) expressdo aberrante de
marcadores B em linfomas T ou 2) conversdo de células B maduras em células T por
desdiferenciacdo, devido a perda de expressdo de Pax5, o que possibilita a de-
diferenciacdo das células B em células progenitoras indiferenciadas e, posteriormente,
em células T. Estas células T derivadas de células B tanto podem apresentar expressao
positiva de marcadores B (BLA.36, por exemplo) como rearranjo de genes das cadeias
leve e pesada da imunoglobulina. A perda de expressdo de Pax5 pode originar linfomas
com origem em células progenitoras e de comportamento biolégico agressivo (Cobaleda
et al., 2007b). Os dois linfomas T que apresentaram expressdo positiva de BLA.36
foram classificados como LTAE tipo Il. Em medicina humana esta reportado que as
células Tyd (Recetor da Célula T com dupla cadeia gama/delta) podem expressar
marcadores de celulas B, tal como o CD20 (Hultin et al., 1993; Jubala et al., 2005).
Encontra-se, também, descrito que a entidade LTAE tipo Il apresenta, com frequéncia,
expressao do recetor das células Tyd (Chan et al., 2011). Estas observacfes podem
justificar a expressdo positiva de BLA.36 nos dois linfomas T desta amostragem.
Contudo, ndo é conhecida a expressdo de marcadores B em células Tyd, nem a
frequéncia destas células na entidade LTAE tipo Il do gato.

O marcador CD3 revelou elevada sensibilidade e especificidade para as células
T (100%, 22/22 dos linfomas T) (Tabela 11 e apéndice V). Em relacdo aos diferentes
marcadores B, tendo em conta Landis & Koch (1977), foi evidente maior concordancia
estatistica entre Pax5 e CD79acy (Kappa de Cohen = 0,87, concordancia quase perfeita)
(apéndice X), o que confirma os resultados reportados para o linfoma do cédo (Willmann
et al., 2008). E importante, contudo, utilizar diferentes marcadores B e T por forma a
permitir a definicdo de um fendtipo para o linfoma do gato e definicdo do estadio de
maturacdo celular. O uso de apenas um marcador para o fen6tipo B e T, impede o
estudo do estadio de diferenciacdo das células linfoides, pode levar a classificacdo
incorreta dos linfomas (origem em células “Natural Killer”) e impede o
reconhecimento de potenciais indicadores de progndstico e alvos terapéuticos.

O presente trabalho apresenta algumas limitagdes, dadas as suas carateristicas
retrospetivas, o reduzido nimero de amostras estudadas, a auséncia de dados clinicos e
representar apenas populacfes de 3 laboratérios de anatomia patologica. Em
consequéncia da sua natureza retrospetiva, ndo foi possivel a recolha de informacéao

clinica completa o que ndo permitiu, por exemplo, a analise de sobrevivéncia. Ainda, a
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pequena dimensdo da amostra pode ser pouco representativa da populacdo de gatos
afetados.

E, portanto, essencial a realizagdo, no futuro, de estudos com maior nimero de
amostras, prospetivos, multicéntricos e aleatérios, por forma a garantir resultados
representativos da populacdo, que auxiliem no diagnéstico, definicdo de prognostico e
na identificacdo de possiveis alvos terapéuticos para o linfoma do gato.
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5. Conclusoes

O linfoma do gato ¢ uma neoplasia hematopoiética complexa associada, com
frequéncia, ao trato gastrointestinal e a diversos outros 6rgaos (extranodal) estando,
menos frequentemente, associado a localizacdo multicéntrica como no cdo ou no
homem. As carateristicas epidemioldgicas discutidas no presente trabalho séo
consistentes com os resultados de estudos anteriores, no que diz respeito a média de
idades aquando do diagndstico de linfoma gastrointestinal (tendencialmente animais
idosos) e de linfoma mediastinico (tendencialmente animais jovens). Além disso, foi
evidente a baixa prevaléncia de infecdo por FeLV nos gatos afetados. O fendtipo
predominante, tendo em conta a amostra em geral, foi o B, sendo que, no linfoma
gastrointestinal o fen6tipo T foi o mais frequente. Quanto a classificacdo de acordo com
a OMS, o LBDCG foi 0 mais prevalente na amostra estudada, seguido pela entidade
LTAE como a mais prevalente no linfoma gastrointestinal. Verificou-se que a maioria
dos casos de LBDCG apresentavam a variante imunoblastica, relacionada com linfomas
mais agressivos, habitualmente com estadios de diferenciacéo de células B maduras em
plasmaécitos, podendo, por isso, estar associado a perda de expressdo de Pax5. No
linfoma Gl a entidade LTAE revelou predominancia do tipo Il, associada ao
envolvimento da mucosa e lamina prépria das vilosidades, sendo caraterizada pelo
comportamento biolégico menos agressivo. A regido do trato GI mais afetada foi o
jejuno, seguido pelo duodeno e ileo (regido ileo-ceco-colica). Foi demonstrada a
predominancia de epiteliotropismo nos linfomas T; contudo, esta carateristica foi
evidente, também, em alguns linfomas B. A raca mais prevalente na amostra estudada
foi o Europeu comum, provavelmente devido a sobrerrepresentacdo da mesma na area
geografica estudada. Foram registados mais machos que fémeas afetadas o que pode
sugerir a acdo protetora das hormonas femininas para o desenvolvimento de linfoma no
gato.

A fenotipagem por imunohistoquimica revelou alta afinidade dos diferentes
anticorpos utilizados para o tecido linfoide do gato, sugerindo a sua futura utilizagdo
para i) a determinacdo do fenotipo do linfoma desta espécie, ii) a avaliacdo do estadio
de diferenciacdo das células B e iii) para a correta classificacdo do linfoma de acordo
com o esquema da OMS.

Em suma, o presente trabalho, através da utilizacdo da imunohistoquimica, uma
técnica acessivel ao clinico, pouco dispendiosa e eficaz na determinacdo do fenétipo do

linfoma, permitiu obter resultados muito interessantes, nomeadamente i) a elevada
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prevaléncia, no gato, de linfoma gastrointestinal de fendtipo T, frequentemente,
subclassificado em Linfoma T Associado a Enteropatia, uma entidade muito semelhante
a identificada no homem, ii) a eficiéncia do anticorpo anti-Pax5 na identificacdo de
células B malignas no LnH do gato e que iii) 0 uso combinado de diferentes marcadores
B pode contribuir para uma melhor caracterizacdo fenotipica do LnH do gato.

Para o futuro, sugere-se a realizacdo de estudos prospetivos, multicéntricos, com
amostragem aleatoria e mais representativa da populacdo felina, que permitam obter
resultados capazes de contribuir para o conhecimento clinico e patolégico do linfoma do
gato, tendo como base principal o estudo morfoldgico e fenotipico associado as

caracterirsticas clinicas.
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Apéndices

Apéndice I. Resumo das principais carateristicas das diferentes entidades de linfoma Gl

do gato.

Comparacdo das caracteristicas clinicas mais relevantes dos diferentes subtipos de linfoma GI em gatos

Linfoma GI de Intermédio/Alto
Grau

Linfoma Gl Baixo Grau

Linfoma de Células Granulares
Grandes

Idade Média ao
Diagnéstico

12 Anos

13 Anos

10 Anos

Estado Retroviral

FeLV negativo >70%

FeLV negativo >90%

FeLV negativo >90%

Sinais Clinicos

Perda de peso brusca, anorexia,
vomito, diarreia, ictericia.

Perda de peso gradual, vomito,
diarreia, perda de apetite.

Perda de peso brusca, anorexia,
vomito, diarreia, ictericia.

Duragéo dos Sinais
Clinicos

Tipicamente agudo (dias a semanas).

Tipicamente prolongado
(semanas a meses).

Tipicamente agudo (dias a semanas).

Achados ao Exame
Fisico (Palpagao

Massas palpaveis focais sdo comuns;
LesGes extraintestinais podem ser
palpaveis: Hepatomegalia; ganglios

Pode estar normal; Ansas
intestinais espessadas (difuso);
massas palpaveis sdo incomuns

(ganglios mesentéricos

Massas palpaveis focais sdo comuns;
LesOes extraintestinais podem ser
palpaveis: Hepatomegalia; ganglios

abdominal) mesenterltc):ec:;c,J n?gts:ﬁi ir;c? rim e/ou aumentados ou massa intestinal mesenterlggééln:gts:?ii ir;lc.) rim efou
em 20 a 30% dos casos).
. . A ~ Descartar causas ndo Gl de Citologia Aspirativa das lesbes
Citologia Aspirativa das lesdes . - o
detetadas ao exame fisico e/ou perda de_ Peso, E_nfjos_copla detetadfa_ls ao exame If-|5|90 eI/_ou
Diagnéstico ecografia abdominal: ganglios versus bidpsia cirdrgica de ecografia abdominal: ganglios

mesentéricos; figado; baco; rins. A

citologia é habitualmente diagndstica.

toda a espessura da parede;
Biopsia é necessaria para o
diagnostico definitivo.

mesentéricos; figado; bago; rins. A
citologia é habitualmente
diagndstica.

Imunofenétipo

LinfomaBou T

>90% sdo Linfoma T

>90% sdo Linfoma T

Problemas no
diagnoéstico e
terapéutica

Lipidose Hepética e Pancreatite
podem ser doengas concomitantes.

Séo frequentes falsos negativos
aquando da citologia aspirativa
dos ganglios mesentéricos
reactivos. A histopatologia
para diferenciar IBD de LL
pode ser dificil.

Lipidose Hepética e Pancreatite
podem ser doengas concomitantes.

Intervencéo
cirdrgica

Cirurgia terapéutica em caso de
obstrucéo pela leséo.

Util para a obteng&o de
amostras para o diagndstico.

Cirurgia terapéutica em caso de
obstrucéo pela leséo.

Protocolo de
Quimioterapia

Protocolo Multi-farmacos (CHOP:
Ciclofosfamida, Doxorubicina,
Vincristina, Prednisolona + L-

asparaginase + metotrexato), CCNU
(lomustina), MOPP (Mecloretamina,
vincristina, prednisolona,
procarbazina); Radioterapia pode ser
Gtil para aumentar o tempo de
sobrevivéncia

Prednisolona e Clorambucil
(Radioterapia pode ser Util para
aumentar o tempo de
sobrevivéncia)

Protocolo Multi-farmacos (CHOP:
Ciclofosfamida, Doxorubicina,
Vincristina, Prednisolona + -

asparaginase + metotrexato), CCNU
(lomustina), MOPP (Mecloretamina,
vincristina, prednisolona,
procarbazina); Radioterapia pode ser
atil para aumentar o tempo de
sobrevivéncia

Via de
Administragdo
principal

Intravenosa

Quimioterapia Oral

Intravenosa

Resposta a
terapéutica

Taxa de resposta de 50 a 60%

Taxa de resposta de 75 a 90%

Taxa de resposta de 50 a 60%

Taxa de Remissao

38-87% 56-96% 5%*
Total
7-10 Meses. 19-29 Meses.
Tempo de Se se atingir remissdo completa ap6s A maioria dos gatos vivem
Sobrevivéncia terapia, existem 40% de mais de 2 anos e sdo tratados 17 Dias*
Média probabilidade de viver por 1 ou mais com quimioterapia a longo

anos.

prazo.

*Resultados de 20 gatos tratados com protocolo baseado em COP Adaptado de (Krick et al., 2008;
Gieger, 2011; Barrs & Beatty, 2012a).




Apéndice Il. Apresentacdo dos dados relativos a raca, idade, género e localizacdo

anatomica do LnH das 45 amostras estudadas.

( Identificacdo dos Animais - o
Namero da (P —

amostra

Raca Idade (anos) Género
Europeu Comum 11 Macho Intestino Delgado — Jejuno
Europeu Comum 12 Fémea Castrada Intestino Delgado — fleo
Europeu Comum 14 Macho Castrado Intestino Delgado — Jejuno
Bosques da Noruega 10 Macho Estdmago
Europeu Comum 8 Macho Castrado Baco
Bosques da Noruega 8 Fémea Castrada Cavidade Nasal
Siamés 5 Fémea Castrada Intestino Delgado - Duodeno
Europeu Comum 10 Macho Castrado Intestino Delgado - Duodeno
Europeu Comum 11 Macho Castrado Traqueia
10 Europeu Comum 8 Macho Baco
1 Europeu Comum 10 Macho Figado
12 Europeu Comum 10 Fémea Pele
13 Europeu Comum 8 Fémea Rim
14 Europeu Comum 13 Macho Castrado Intestino Delgado - Duodeno
15 Europeu Comum 14 Fémea Castrada Intestino Delgado — Jejuno
16 Europeu Comum 9 Fémea Castrada Intestino Delgado - fleo e linfonodo Mesentérico
17 Europeu Comum 11 Macho Castrado Pele
18 Siamés 17 Macho Castrado Intestino Delgado — Jejuno
19 Siamés 10 Fémea linfonodo Mesentérico
20 Europeu Comum 1 Macho Terceira Palpebra
2 Europeu Comum 6 Macho Castrado Linfonodo Popliteo

Europeu Comum 8 Fémea Castrada Linfonodo
28 Europeu Comum 14 Macho Baco
24 Europeu Comum 10 Fémea Castrada Linfonodo
25 Siamés 3 Macho Castrado Massa Mediastinica
26 Europeu Comum 14 Macho Castrado Figado
27 Europeu Comum 9 Macho Castrado Intestino Delgado — Jejuno
28 Europeu Comum 8 Macho Intestino Grosso — Colon
29 Europeu Comum 9 Macho Intestino Delgado — ileo
30 Europeu Comum 12 Fémea Castrada Intestino Delgado - Duodeno

Europeu Comum 10 Fémea Intestino Delgado — Jejuno
32 Europeu Comum 9 Macho Castrado Intestino Delgado — Jejuno
B8] Europeu Comum 6 Macho Intestino Delgado — leo
34 Europeu Comum 2 Fémea Castrada Sistema Nervoso Central — Espinal Medula
85) Europeu Comum 7 Macho Intestino Grosso — Célon
36 Europeu Comum 8 Macho Castrado Intestino Delgado — Jejuno
& Europeu Comum 9 Macho Intestino Delgado — leo
38 Europeu Comum 11 Macho Castrado Intestino Delgado - Duodeno
39 Siamés 5 Fémea Intestino Grosso — Célon
40 Europeu Comum 13 Fémea Intestino Delgado — ileo
41 Bosques da Noruega 8 Macho Castrado Intestino Delgado — Jejuno
42 Europeu Comum 9 Macho Intestino Delgado — Jejuno

11

N

S w N

& Europeu Comum
Europeu Comum
Siamés

Macho Castrado Intestino Delgado — Duodeno
Macho Castrado Intestino Delgado — Jejuno
Macho Castrado Estdmago
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Apéndice I11. Apresentacdo das carateristicas histologicas dos linfomas estudados.

Caracteristicas Histopatol6gicas

‘ o Classificacdo de acordo
Amostra Fenotipo com a OMS*

LTAE tipo Il

. LTNE
LBDCG |
___

LBDCG | 20  NA

- LTAEtpow 510 1
LTAE tipo Il 510 1

.~ lBDCGI 1020  NA
LBDCG C 510 NA

.~ lBDCGI 510  NA

LBDCG | S50 NA

B

]

I

B

B

B

I

]

B

B

B

B

B8 1BDCGI

] LTTCP . 5l0 2
T iggep.. 05 2
| LTTCP . 1020 2
B8 BDCGL 05  NA
| LTTCP o202
T LTPNE o> 2
B LBDCG C - 1020 NA
T LTPNE >  NA
B LFgrau1/2 . 20  NA
B8 lBDCGC >  NA
I
I
B
B
I
B
[ ]
I
I
I
B
B
]
B
]
B
B
B
]
I
]
B

LTPNE 510 NA
. ucw 50 NAL
LBPC - 120

LTTCP

~ lBDCGC
LTPNE - 1020
-~ LTAEtpon 1020 1
LTPNE 1020 2
-~ LTAEtpon 510 1
LBDCG | NA
~ BDCGC > 1
LTPNE o> 2
~ BDCGC >20
LTAE tipo |
~ LBDCGC
LBDCG |
~ LBDCGI
LTPNE
~ LTAEtipoll

LTAE tipo |

NA — Nao apllcavel (auséncia de material); G — Gastrointestinal.

NA

o2 2
2

o2 2
2



Apéndice IV. Apresentacdo dos resultados da observacdo ao microscopio 6tico das
carateristicas histopatologicas das 45 amostras de linfoma ndo-Hodgkin do gato
estudadas e a relacéo entre si.

Diagnostico Histolégico e Fendtipo

Localizagdo anatémica - Linfoma GI mais frequente (28/45 = 62,2%) com fendtipo T mais
frequente (18/28 = 64,3%).

Entidade OMS - LBDCG I foi a entidade mais prevalente entre todos os linfomas (13/45 =
29%); Dos Linfoma GI a entidade mais prevalente foi o LTAE (8/28 =
28,6%).

Frequéncia de mitoses - LTAE Il e LBPC com poucas mitoses (média 0 a 3 por campo de 200x);
LBDCG, LTTCP e LTPNE com mitoses frequentes (média 5 a 10 por
campo de 200Xx).

Idade - LBDCG foi mais frequente em gatos jovens (média de idades 8,7; Min =
1 Max = 14) que LTAE (média de idades 10; Min = 5 Max = 12).

Epiteliotropismo - Mais frequente no LTAE tipo | e Il (8/8 = 100%); também identificado

no LBDCG I (5§/13 = 38,5%) e LBDCG C (2/7 =28,6%). Das localizagdes
extranodais, nenhuma revelou presenca de epiteliotropismo.

el el el il e o B2l lgEl - A entidade LTAE revelou maioritariamente padrdo de distribuicdo em
Prépria “aglomerados” (5/8 = 62,5%) seguido pelo padrio “em banda” (3/8 =
37,5%). O LBDCG e o LTTCP revelaram na maioria dos casos padréo de
distribui¢do de “obliteracdo da lamina propria das vilosidades”.
Envolvimento Nodal - Foi registada invasdo nodal em 20/45 ~ 44,5% dos linfomas estudados,
estando 0 LBDCG |, o LTPNE e o LTTCP, maioritariamente associados a
metastizacdo ganglionar.

Frequéncia de Mitoses

Localizagdo anatémica - LTAE apresenta, em média, menor frequéncia de mitoses (0 a 3 por
campo de 200x); LBDCG intestinal com maior frequéncia de mitoses (5 a
10 por campo de 200x).

Idade - Numero de mitoses independente da idade dos pacientes felinos.

FeLV - Linfoma 25 (mediastinico) revela elevado indice de mitoses (5 a 20

mitoses por campo de 200x); Pacientes infetados com 1 e 3 anos de idade.
Localizacdo anatémica
Esclerose - Linfoma da membrana nictitante, SNC, nodal e mediastinico associados a
Idade gatos mais jovens (1 a 8 anos de idade); linfoma Gl e cutaneo associado a
gatos idosos (5 a 17 anos de idade).
NA — Néo aplicavel (auséncia de material); Gl — Gastrointestinal.




Apéndice V. Apresentacdo dos dados clinico-patologicos das 45 amostras de LnH de

gato estudadas.

Ndmero Expressdo Antigénica
da

Classificagédo de acordo

Fenotipo com a OMS*

cliekiel  CD3* | CD79°  Pax5®  BLA.36"

= + ¥ T B LBDCG I
+ 2 = + T LTAE tipo Il
+ - - - T LTPNE
I + + + B LBDCG |

- + - + B LBNS
6 I + + + B LBDCG |
B - - - T LTAE tipo Il
s 5 = - T LTAE tipo Il
[ 9 = + ¥ T B LBDCG I
= + + + B LBDCG C
- + + + B LBDCG |

= + = + B LBDCG |

2 & 2 + B LBDCG |
+ = = - T LTTCP

4 = - - T LTTCP

+ = = - T LTTCP

2 & 4 + B LBDCG |
+ = = - T LTTCP

4 = - - T LTPNE

- + + + B LBDCG C
4 = - - T LTPNE

- + + + B LFgraul/2
2 & 4 + B LBDCG C
+ = = - T LTPNE

4 = - - T LLC/LL

- + + + B LBPC

2 & 4 + B LBDCG |
+ = = - T LTTCP

2 & 4 + B LBDCG C
+ - T LTPNE

+ = - - T LTAE tipo Il
+ . . - T LTPNE

+ 2 2 + T LTAE tipo Il
. . - + B LBDCG |

2 + + + B LBDCG C
+ - - - T LTPNE

2 + + + B LBDCG C
+ - - - T LTAE tipo |
2 + + + B LBDCG C
> o + + B LBDCG |
- - + + B LBDCG |
+ > 5 - T LTPNE

+ = - - T LTAE tipo Il
+ - - T LTAE tipo |
- + + + B LBDCG |

LBDCG | — Linfoma B Difuso de Células Grandes variante Imunoblastica; LBDCG C — Linfoma B Difuso de
Células Grandes variante Centroblastica; LBNS — Linfoma B N&o Subclassificavel; LF — Linfoma Folicular Grau 1/
2; LBPC - Linfoma B de Pequenas Células; LTAE Il — Linfoma T Associado a Enteropatia tipo II; LTAE | —
Linfoma T Associado a Enteropatia tipo I; LTPNE — Linfoma T Periférico Nao Especifico; LTTCP — Linfoma T
Transmural de Pequenas Células; LLC / LL — Leucemia Linfocitica Crénica / Linfoma Linfocitico. *A classificacéo
foi realizada pelo autor e pelo hematopatologista de medicina humana Dr. José Cabecgadas de forma cega, existindo
concordancia em 100% dos casos. Nota — Cinco dos casos de Linfoma Gastrointestinal foram classificados como
Linfoma T Periférico N&o Especifico pelo facto da amostra ndo apresentar mucosa, o que possibilitaria a classificagéo
como LTAE caso existisse envolvimento da mesma.



Analise Estatistica Descritiva

Figura 1.: A - Gréfico de extremos e quartis (boxplot) da idade (em anos) dos gatos
amostrados. O ponto vermelho representa a média aritmética. B - Grafico de extremos e
quartis (boxplot) da idade (em anos) por fenotipo. Os pontos vermelhos representam as
medias aritméticas da idade em cada grupo.
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Figura 2. Gréfico de extremos e quartis (boxplot) da idade (em anos) por localizacéo
do tumor. Os pontos vermelhos representam as médias aritméticas da idade em cada

grupo.
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Gastrointestinal Outros

Expresséo antigénica - concordancia entre marcadores para fendtipo B: BLA.36,
Pax5 e CD79acy

A medida Kappa de Fleiss ¢ uma medida estatistica usada para avaliar o grau de
concordancia entre os varios marcadores categoricos. A sua interpretacdo esta
simplificada na tabela 5.
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Apéndice VI. Representacdo da interpretacdo dos resultados relativos a medida Kappa
de Fleiss.

Kappa de Fleiss Significado

0 Auséncia de concordancia
0,01-0,20 Concordancia fraca
0,21-0,40 Concordancia satisfatoria
0,41-0,60 Concordancia moderada
0,61-0,80 Concordancia elevada
0,81-1 Concordancia quase perfeita

Apéndice VII. Valor de Kappa de Fleiss, idicando o grau de concordancia em relagédo
aos 3 marcadores B (CD79acy, BLA.36 ¢ Pax5) utilizados no presente estudo.

Amostras Marcadores Kappa z p-value

45 3 0,761 8,85 0

Com base no apéndice VI (Landis e Koch) o grau de concordéancia entre os trés
indicadores € elevado (Kappa de Fleiss = 0,76). A medida Kappa de Cohen mede o
grau de concordancia entre dois marcadores categoricos (concordancia 2 a 2):

Concordancia entre BLA.36 e Pax5:

Apéndice VIII. Valor de Kappa, indicando o grau de concordancia entre dois
marcadores B (BLA.36 e Pax5).

Amostras Marcadores Kappa z p-value

45 2 0,641 4,32 1.59e-05

Concordancia entre BLA.36 e CD79acy:

Apéndice IX. Valor de Kappa, indicando o grau de concordancia entre dois marcadores
B (BLA.36 e CD79acy).

Amostras Marcadores Kappa z p-value

45 2 0,777 5,22 1.78e-07

Concordancia entre Pax5 e CD79acy:

Apéndice X. Valor de Kappa, indicando o grau de concordancia entre dois marcadores
B (Pax5 e CD79acy).

Amostras

Marcadores

Kappa

z

p-value

45

2

0,866

5,86

4.54e-09

Interpretacdo de acordo com a tabela 5.:

De acordo com Landis e Koch, o grau de concordancia entre os indicadores BLA.36 e
Pax5 (Kappa de Cohen = 0,64) e entre BLA.36 e CD79acy (Kappa de Cohen = 0,78) é
elevado e a concordéncia entre Pax5 e CD79acy (Kappa de Cohen = 0,87) é quase
perfeita.
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Anexos

Anexo I. Comparacdo entre diferentes métodos para diagnoéstico de linfoma GI de baixo

grau. Adaptado de Barrs & Beatty (2012a).

Diferencas das principais formas de obtencéo de amostras do trato gastrointestinal para diagndstico de

linfoma

Bidpsia de espessura total

Bidpsia de espessura parcial

Laparotomia | Laparoscopia

Endoscopia

Amostras das camadas
da parede intestinal

Mucosa, submucosa, muscularis, serosa

Mucosa e submucosa

Acesso a outros 6rgaos

Observacdo do aspeto da superficie da serosa
do trato Gl e inspecdo e/ou bidpsia de outros
6rgaos

Observacdo do aspeto da
superficie da mucosa do trato Gl

Grau de invasdo

Elevado; requer
internamento pds-
cirdrgico mais longo

Intermédio

Reduzido; requer menos dias de
internamento pds-intervencéo

Acesso a diferentes
regides do trato
gastrointestinal

Todas, mas apenas 0
jejuno é alvo de
recolha de amostras

Todas

Estbmago, duodeno
(gastroduodenoscopia), célon,
ileo (colonoscopia), o jejuno
ndo é acessivel

Requisitos para o inicio
da quimioterapia

Atraso de 7 dias é essencial devido a
possibilidade de deiscéncia de suturas
aquando da recuperacdo pés-cirrgica

Nenhum atraso é essencial

Experiéncia do operador

Nao é necessario

) E essencial treino
treino avancado

Treino avangado para obtencéo
de amostras de qualidade do
duodeno e ileo. O diagnéstico
pode néo ser possivel se as
amostras ndo forem de
qualidade

Experiéncia na
manipulagéo e
interpretagdo das
amostras pelo
patologista

Bidpsias de espessura total sdo mais
facilmente orientadas que as obtidas via
endoscopia, o que auxilia a sua interpretacéo.

Fraca qualidade das biopsias
dificulta a sua interpretagéo. E
necessaria maior experiéncia do
patologista.
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Anexo 1. Representacdo das carateristicas gerais mais comummente identificadas nas
diferentes formas anatémicas do linfoma do gato na era pos-FeLV. Adaptado de Vail,
(2013).

Carateristicas gerais das diferentes formas de linfoma do gato

Forma Anatémica* Frequéncia dades médias | Antigenémia Fendtipo B | Fenodtipo T Prognostico
relativa (anos) FeLV

Gastrointestinal**

Baixo grau/células pequenas | Comum 13 Raro Raro Comum Bom

Alto grau/células grandes Moderado 10 Raro Comum Raro Mau
Nasal Incomum 9,5 Raro Comum Incomum Bom
Mediastinico Incomum 2-4 Comum Incomum Comum Mau a Razoavel
Nodal Periférico Incomum 7 Incomum Moderado Moderado Razoavel a Mau
Laringeo/Traqueal Raro 9 Raro DI DI Bom a Razoavel
Renal Raro 9 Raro Comum Incomum Mau a Razoavel
Sistema Nervoso Central Raro 4-10 Raro DI DI Mau
Cutaneo Raro 10-13 Raro Raro Comum Razoavel
Hepético (puro) Raro 12 Raro Incomum Comum Mau

FeLV, Virus da Leucemia Felina;

DI, Dados insuficientes.

Comum >50% das apresentaces clinicas; Moderado = 20 a 50% das apresentacdes clinicas; Incomum = 5-20% das apresentacdes
clinicas; Raro <5% das apresentacdes clinicas.

*Forma anatémica primaria.

** Inclui os casos reportados como “intra-abdominal” nos quais a forma intestinal estd documentada.




Anexo I11. Resumo da classificacdo do linfoma do céo e do gato resultante da Classificacdo de
Revisdo Europeia-Americana das Neoplasias Linfoides / Classificacdo da Organiza¢do Mundial
de satde das Neoplasias Linfoides. Adaptado de Valli et al., (2011).

Neoplasias de Células B
Neoplasias de Células B Percussoras
Linfoma / Leucemia Linfoblastica de Células B Percussoras
Neoplasias de Células B Maturas (Periféricas)
Leucemia Linfocitica / Prolinfocitica Cronica de Células B
Linfoma / Leucemia Linfocitico(a) de Células Pequenas
Leucemia de Células B Prolinfocitica
Linfoma Linfoplasmocitico
Linfoma Esplénico de Células B da Zona Marginal
Plasmocitoma / Mieloma
Linfoma B Extranodal da Zona Marginal Associado ao Tecido Linfdide das
Mucosas
Linfoma Nodal da Zona Marginal
Linfoma Folicular
Linfoma de Células do Manto
Linfoma B Difuso de Células Grandes
Linfoma B Mediastinico de Células Grandes
Linfoma de Burkitt / Leucemia de Células de Burkitt
Entidade Temporéria: Linfoma de Células B de Alto-Grau
Tipo Burkitt
Linfoma de Efusdo Priméria
Neoplasias de Células T e Natural Killer (NK)
Neoplasias de Células T Percussoras
Linfoma / Leucemia Linfoblastico(a) de Células T Percussoras
Neoplasias de Células T e NK Maturas (Periféricas)
Leucemia Prolinfocitica de Células T
Leucemia de Linfécitos Grandes e Granulares (LLGG)
Leucemia Agressiva de Células NK
Linfoma T Periférico Ndo Especificado
Leucemia / Linfoma de Células T do Adulto
Linfoma T Intestinal com ou sem Enteropatia Associada
Linfoma Hépato-esplénico de Células T yd
Linfoma T tipo-Paniculite Subcutanea
Mycosis fungoides / Sindrome de Sézary
Linfoma Anaplasico de Células Grandes, do tipo Cutaneo Primario T e NK
Linfoma T Periférico Nao Especificado
Linfoma de Células T Angioimunoblastico
Linfoma de Células T Angiocéntrico




