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LINFOMA CANINO: REVISAO DE LITERATURA COM ENFASE NO LINFOMA
DIFUSO DE GRANDES CELULAS B”
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RESUMO

Os linfomas ndo Hodgkin (LNHs) sdo as neoplasias hematopoiéticas mais comuns nos caes,
no entanto, sua etiologia ndo esta bem estabelecida e h& diversos fatores que devem contribuir
para seu desenvolvimento, como alteracdes no sistema imune, fatores ambientais e alteracdes
genéticas. A neoplasia pode ocorrer em qualquer idade, mas afeta, predominantemente,
animais de meia idade a idosos. Anatomicamente, os linfomas caninos podem ser
classificados em: multicéntrico, digestivo, timico, cutaneo e solitario, com cinco estagios
clinicos e dois subestagios. Nos ultimos anos, foram utilizadas diversas classificacdes
humanas, além de classificacdo proposta para os animais domésticos. A imunofenotipagem
dos linfomas estd incorporada aos sistemas mais atuais de classificacdo, assim como a
determinacé@o da expressdao de marcadores bioldgicos de proliferacdo e apoptose. O Linfoma
Difuso de Grandes Células B (DLBCL) é o subtipo mais frequente, tanto no cdo quanto em
humanos. Os DLBCLs séo neoplasias formadas por células linfoides B caracterizadas por um
padrdo de crescimento difuso e podem apresentar pelo menos cinco variantes que estdo
relacionadas com padrfes distintos de comportamento bioldgico, inclusive nos cdes. No
entanto, rotineiramente, estes tumores sao apenas classificados como DLBCLSs sem considerar
suas particularidades morfoldgicas, seu perfil imunoistoquimico e seu indice proliferativo. Por
isso, a World Health Organization (WHQO) propGe que, nos trabalhos de pesquisa, estas
variantes sejam investigadas detalhadamente com o intuito de identificar as diferencas que
possibilitem discriminar novas entidades.

Palavras-chave: linfoma, cdo, DLBCL, imunofenotipagem.

CANINE LYMPHOMA: LITERATURE REVIEW EMPHASIZING ON DIFFUSE
LARGE B CELL LYMPHOMA

ABSTRACT

Non Hodgkin lymphomas (LNHs) are the most common hematopoietic tumors of dogs.
However, its etiology is not well established and there are many probable factors that may
lead to its development such as immune system aberrations, environmental elements and
genetic changes. The tumor may occur at any age but it predominantly affects middle age to
elderly dogs. Canine lymphoma can be anatomically divided into multicentric, digestive,
thymic, cutaneous or solitary and also into five clinical and two subclinical stages. Lately
various human classifications and also one proposed for domestic animals have been used.
Lymphoma immunophenotyping is incorporated into current classification systems as well as
determination of biological markers for proliferation and apoptosis. Diffuse Large B Cell
Lymphoma (DLBCL) is the most frequent subtype both in dogs and humans. DLBCLs are
tumors composed of lymphoid B cell characterized by a diffuse growth pattern. DLBCLs may
present at least five variants which relates to different patterns of biological behavior
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including in dogs. However, routinely these tumors are only classified as DLBCLs without
taking into account its morphologic characteristics, immunohistochemical profile and
proliferation index. On account of this the World Health Organization (WHQO) proposes that
on research projects those variants are thoroughly investigated in order to identify differences
that enable establishment of new entities.

Keywords: lymphoma, dog, DLBCL, immunophenotyping.

LINFOMA CANINO: REVISION DE LITERATURA CON ENFASIS EN LINFOMA
DIFUSO DE CELULAS B GRANDES

RESUMEN

Los linfomas no Hodgkin (LNH) son las neoplasias hematopoyéticas mas comunes en los
perros, sin embargo, su etiologia no esta bien conocida. Existen varios factores que pueden
contribuir con su desarrollo, como cambios en el sistema inmunoldgico, factores ambientales
y alteraciones genéticas. El cancer puede ocurrir en cualquier edad, pero se sabe que afecta
principalmente a animales de mediana edad y animales mas viejos. Anatdbmicamente, el
linfoma canino se puede clasificar en multicentrico, digestivo, timico, cltaneo y solitario, con
cinco estadios clinicos y dos subestadios. En los ultimos afios se han utilizado diversas
clasificaciones en humano, y se han propuesto para los animales domeésticos. El
inmunofenotipaje de los linfomas se ha incorporado a la mayoria de los sistemas actuales de
clasificacion, igualmente, la determinacion de marcadores bioldgicos de proliferacion y
apoptosis. Los linfomas difuso de celulas B grandes (DLBCL) es el subtipo mas comun en
el perro y en el hombre. Los DLBCL son neoplasias que estan formadas por células linfoides
B caracterizadas por un patron de crecimiento difuso y pueden presentar por lo menos cinco
variantes que estan relacionados con diferentes patrones de comportamiento biologico,
incluso en perros. Sin embargo, usualmente estos tumores se clasifican s6lo como DLBCL sin
tener en cuenta sus caracteristicas morfoldgicas, su perfil inmunohistoquimico y su indice de
proliferacion. Por lo tanto, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sugiere que en estos
estudios, estas variantes sean investigadas a profundidad con el fin de identificar las
diferencias que permiten identificar nuevas entidades.

Palabras clave: linfoma, perro, DLBCL, immunophenotyping.
INTRODUCAO

Os linfomas ndo-Hodgkin (LNHs) sdo as neoplasias hematopoiéticas mais comuns nos
caes e estes tém sido propostos como modelo de ocorréncia espontanea para o estudo da
etiologia e protocolos de tratamento dos LNHs humanos (1,2,3). J& ha algum tempo a
classificacdo morfolégica dos LNHs caninos tém se baseado com sucesso nas diferentes
classificagdes propostas para os LNHs humanos (4,5). Em humanos, aproximadamente um
terco de todos os linfomas em adultos sdo linfomas difusos de grandes células B, o qual é
também o tipo de LNH mais frequente nos cées (5,3)

Nas classificacdes de LNHs humanas, principalmente a WHO, o0s subtipos sdo
caracterizados por dados epidemioldgicos, clinicos, fenotipicos e genéticos, que permitem a
identificacdo de entidades morfoldgicas (1,3). Esta também tem sido a tendéncia para a
classificacdo atual dos linfomas caninos, visto que cada vez mais ha trabalhos que focam em
alteracOes genéticas similares as encontradas em humanos, as quais podem permitir maior
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acurdcia na classificacdo e potencialmente desenvolvimento de terapia mais eficaz para
determinados tipos de linfoma (6,7,8,3).

Atualmente, a imunofenotipagem dos linfomas estd incorporada aos sistemas de
classificagdo dos linfomas caninos, assim como a determinacdo da expressdo de marcadores
biolégicos como Ki-67, caspase-3 e p53 (9). A determinacdo do indice proliferativo,
utilizando-se o Ki67, pode aumentar a acurdcia da classificacdo dos linfomas e facilitar a
diferenciagcdo entre determinados subtipos que sdo morfologicamente semelhantes como o
linfoma de zona marginal, utilizando-se os indices proliferativos e apoptdticos maiores
apresentados pelos DLBCLs (10).

Na espécie humana, os linfomas de alto grau que possuem maior indice de positividade
para caspase-3 respondem melhor ao tratamento (11). Este tipo de avaliagdo ainda é pouco
comum nas neoplasias caninas, porém, nos linfomas caninos, empregando-se as classificaces
de Kiel e Working Formulation, observou-se grande variacdo no percentual de células
positivas, ndo sendo constatada diferenca entre os linfomas de alto e baixo grau e entre os
diferentes imunofenotipos (9). A determinacdo do percentual de células positivas para
caspase-3 e a aplicacdo de classificacbes mais atuais, como as propostas para 0s animais
domesticos (4) e para os seres humanos (12) nos linfomas caninos, mais especificamente 0s
DLBCLs, podem auxiliar no estabelecimento de um perfil mais detalhado destas neoplasias.

Na literatura, a expressao do p53 alterado no linfoma varia de 22 a 60% dos casos
(9,13,14,15). Sueiro et. al (14) ndo detectaram correlacdo da expressao do p53 com
imunofenotipo e grau de malignidade das neoplasias. Em estudo recente, ndo foi constatada
diferenca nos niveis de expressdo e frequéncia da mutacdo do gene p53 entre os grupos de
animais portadores de linfomas sensiveis e resistentes a quimioterapia (16). Em outro estudo,
foi observado que a expressdo do p53 teria impacto negativo na sobrevida total do animal,
mas ndo influenciaria no tempo de recorréncia da doenga (15). Assim, na Medicina
Veterinaria, o papel desempenhado pelo p53 é controverso (9,14).

O presente estudo teve como objetivo revisar as principais caracteristicas do linfoma
canino, considerando aspectos de etiologia, epidemiologia, diagnodstico e tratamento, com
énfase no subtipo Linfoma Difuso de Grandes Células B.

REVISAO DE LITERATURA

Os linfomas ndo Hodgkin (LNHSs) séo as neoplasias hematopoiéticas mais comuns nos
caes (17,18), com incidéncia variando de 13 a 33 casos por 100.000 cées, 0 que 0s torna mais
comuns nesta espécie do que em humanos. Quando se leva em conta apenas cdes idosos, a
prevaléncia pode chegar a 84 por 100.000, ja para cdes com menos de um ano, cai para 1,5
por 100.000 cées (19). Existem trabalhos que apontam numeros ainda mais altos, como € o
caso de um estudo da populacdo de Golden retrievers na Alemanha em que se observou o
valor de 116 por 100.000 caes. (20).

Ainda ndo esta bem estabelecida uma causa para o linfoma, mas ha fatores que devem
contribuir para o desenvolvimento da doenca. Aberracdes no sistema imune foram observadas
em cdes com linfoma, além de aumento da ocorréncia em cdes com doencas autoimunes. Ndo
foi comprovado, no entanto, uma relacdo de causa e efeito. Em humanos, o risco de se
desenvolver cancer no sistema linforreticular € maior em pessoas com IimunNOSSUPressao.
Acredita-se que isso seja devido ao fato que pode ocorrer superexpressdo de alguns
oncogenes em linfécitos destes pacientes, o que eventualmente levaria ao desenvolvimento da
neoplasia (21).

Foi teorizado ainda associacdo a exposi¢do a produtos quimicos, potencialmente por
terem efeito imunossupressor. Outra possivel causa para o linfoma seria infeccdo viral, sendo
esta ainda ndo comprovada em cées, mas observada em alguns tipos de leucemia e linfoma
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em humanos. Em estudo realizado na cidade de S&o Paulo, foi observada associacdo positiva
entre cées que residem fora da residéncia perto de ruas e avenidas movimentadas e aumento
no risco de desenvolvimento de linfoma, sugerindo que a poluicdo ambiental advinda do
trénsito de veiculos pode estar associada com a doenca (22). Além destas causas, estdo
aumentando os estudos com relacdo as anormalidades cromoss6micas, ja tendo sido
observadas alteracGes numéricas (20) e ainda translocagfes cromossdmicas (23).

Alteracbes epigenéticas sdo eventos precoces durante a carcinogénese e a
hipermetilagdo de ilhas CpG em regides promotoras de genes supressores de tumor é um
mecanismo bem conhecido de silenciamento génico que contribui para o desenvolvimento e
progressdo tumoral. Inibidor de Via do Fator Tecidual 2 (TFPI-2) é um supressor de tumor
envolvido na inibicdo de invasdo. O silenciamento do TFPI-2 é amplamente relatado em
varias malignidades humanas, mas pouco avaliado no linfoma (24).

Em 2014, Ferraresso et al. (24) investigaram a expresséo do TFPI-2 no Linfoma Difuso
de Grandes Células B canino comparando com linfoma normal e observaram hipermetilacdo
em 77% das amostras tumorais. Verificaram ainda que o nivel de metilacdo estava
significantemente aumentado comparado ao controle e a anélise identificou 82% dos loci com
hipermetilagdo, com aumento médio de 2 a 120 vezes. A analise de expressdo génica
confirmou diminuicdo da expressdo do TFPI-2 nos DLBCLs comparado a linfonodo normal,
sugerindo que a sua hipermetilacéo regula negativamente a transcrip¢do. Foi encontrada ainda
correlacdo positiva entre nivel de metilacéo e idade do animal, provendo a primeira indicagédo
de modificagOes epigenéticas no DLBCL associadas com a idade. No futuro, este achado
pode ser considerado em associacao para 0 prognostico e terapia.

Os cées exibem biologia tumoral, influéncia ambiental, comportamento biolégico
tumoral e aberragdes genéticas semelhantes ao homem. A incidéncia de linfoma em humanos
e caes e semelhante, o tipo mais comum de LNH é o mesmo em humanos e no cdo — linfoma
difuso de células B— e 0s mesmos agentes quimioterapicos séo utilizados e por isso a doenca
na especie canina tem sido proposta como modelo para o estudo da etiologia e de protocolos
de tratamento dos LNHs humanos (1,2,3,25).

Anatomicamente, os linfomas caninos podem ser classificados em: multicéntrico,
digestivo, timico, cutaneo e extranodal ou solitario. De acordo com a World Health
Organization (WHOQO), os linfomas caninos podem ser classificados em cinco estagios clinicos
e dois subestagios os quais refletem o grau de envolvimento dos 6rgaos afetados e sinais
clinicos apresentados pelo animal, respectivamente (26). Assim a extensdo da doenca pode ser
descrita e a maioria dos linfomas caninos se apresenta em estagios avancados, Ill, IV ou V
(21,27,28,29). Os sinais clinicos associados sdo variaveis e dependem entre outros fatores da
localizacdo do tumor (26).

Na forma multicéntrica, que é a mais comumente encontrada (1,22,27,29,30), o achado
mais consistemte € linfoadenopatia indolor generalizada, com possivel hepatoesplenomegalia
e envolvimento da medula 6ssea. A forma mediastinal é relatada como a segunda
apresentacdo mais comum (30). E caracterizada pelo aumento dos linfonodos mediastinicos
craniais e/ou timo, e os sinais clinicos incluem dispneia, tosse, intolerancia ao exercicio e
regurgitacdo (21).

Cées com a forma alimentar ou digestiva comumente apresentam sinais gastroentéricos
inespecificos como émese, diarreia e perda de peso. Linfonodos mesentéricos, figado e baco
também podem estar envolvidos (21). O linfoma cutaneo no cdo pode ser generalizado ou
multifocal e histologicamente pode ser divido em epiteliotropico (normalmente de origem T)
e ndo epiteliotrépico (normalmente de origem B). Os tumores podem se apresentar na forma
de nddulos, placas, Ulceras, eritroderma e dermatite esfoliativa (26). A forma extranodal ou
isolada é mais incomum e pode afetar qualquer tecido do corpo, sendo sitios comuns o tecido
ocular e neural (31)
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Os linfomas podem ser divididos ainda de acordo com sua origem em linfomas de
celulas B e T, sendo que o T é apontado como de pior progndstico (17). Na literatura
internacional, tem-se o linfoma B como o de maior ocorréncia nos cées (1,32), ja na literatura
brasileira foi observado tanto predominancia de linfomas T (27,33), quanto de linfoma B (28).
Foi levantada a hipoOtese que essa variacdo se deve ao numero limitado de individuos
avaliados, assim, um estudo mais amplo poderia eliminar uma possivel variagdo regional em
relagdo ao imunofenotipo da neoplasia (29).

N&o ha predisposicdo sexual para o desenvolvimento de linfoma, mas ja foi observada
em alguns estudos tendéncia de maior ocorréncia em machos (27,31,33,34,35).

O linfoma pode ocorrer em qualquer idade, mas afeta, predominantemente, animais de
meia idade a idosos (20). Estudos relatam médias variando de 59 a 9,5 anos
(17,22,27,29,30,34,36).

A predisposicdo racial para o desenvolvimento do linfoma na espécie canina tem sido
descrita (1). Ragas com risco aumentado de linfoma incluem Bouvier des Flandres,
Rottweiler, Doberman, Pastor Alemdo, S&o Bernardo, Labrador, Golden retriever, Scottish
terrier, Setter e Bull Mastiff (17,19,34). Algumas ragas de pequeno porte frequentemente
acometidas pelo linfoma incluem o Poodle e o Scottish Terrier (17). Ragas com menor
acometimento incluem Dachshund, Poodle toy, Yorkshire terrier e Pomeranians (21,26).

No Brasil, a presenca de animais sem raca definida € sempre expressiva e, portanto, isto
se reflete nos resultados das casuisticas que tém sido publicadas. Dentre as ragas mais
observadas, a ocorréncia € maior em animais de grande porte como Pastor Alemé&o, Boxer,
Dobbermann e Rottweiler (27,30).

Foi observada uma maior probabilidade de desenvolver determinado imunofendtipo do
linfoma de acordo com a raca. Os Boxers tém risco aumentado de desenvolver neoplasias T,
assim como Bullmastiff e ragas Sptiz e cées asiaticos de “colo”, enquanto que Border Collie,
Baset Hound, Cocker Spaniel, Doberman, Pastor Alemdo e provavelmente Rottweiler sdo
afetados principalmente por neoplasias B (36,37). Devido a ocorréncia em grupos de racas
gue possuem origem em comum, acredita-se que o risco aumentado de desenvolvimento de
doencas linfoproliferativas de origem T pode ter surgido em algum ancestral, enquanto que o
risco aumentado de desenvolvimento de neoplasias B pode surgir de diferentes fatores de
risco ou combinacg6es que tiveram origem durante o processo de selecédo da raca (37).

Ja ha algum tempo, a classificacdo morfoldgica dos LNHSs caninos tem se baseado com
sucesso nas diferentes classificagdes propostas para 0os LNHs humanos — classificacdo
atualizada de Kiel, Working Formulation for Clinical Usage (WF), Revised European
American Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL) e mais recentemente a
classificacdo da World Health Organization (WHO) — levando em conta caracteres
epidemiologicos, clinicos, fenotipicos e genéticos, que em humanos permitem a identificacéo
de entidades morfoldgicas (1).

Na Medicina Veterinaria, todos esses sistemas propostos foram aplicados na medida em
que eram desenvolvidos (1,4,21). Mesmo que sem concordancia entre os especialistas
veterinarios sobre qual seria 0 mais adequado, os resultados foram animadores (4).
Independentemente da classificacdo utilizada, a principal diferenca identificada entre seres
humanos e cées foi a predominancia dos linfomas mais agressivos nesta Ultima espécie, sendo
os linfomas foliculares pouco frequentes (38). No entanto, o valor do cdo como modelo da
doenca humana depende da possibilidade de distingdo dos principais subgrupos de linfomas
em ambas as espécies com uma classificacdo confiavel dos LNHSs caninos seguindo esquemas
atualmente utilizados para os LNHs humanos (1).

E, humanos, aproximadamente um terco de todos os linfomas em adultos s&o Linfomas
Difusos de Grandes Células B (Diffuse Large B Cell Lymphoma — DLBCL), que é
considerado a forma mais comum de linfoma ndo Hodgkin no mundo ocidental. O DLBCL
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estd associado a um historico agressivo, com média de sobrevida de menos de um ano em
pacientes ndo tratados (39). Segundo os autores que utilizaram a classificagdo da WHO, o
subtipo de LNH mais frequente nos cdes € o DLBCL (3,5).

Nas classificagdes mais antigas o DLBCL é correspondente aos subtipos histiocitico
difuso e misto histiocitico-linfocitico difuso na Rappaport; célula de centro de foliculo grande
clivada e ndo clivada e imunoblastico B na Lukes Collins; difuso de grandes células,
imunobléastico de grandes células, difuso misto de pequenas e grandes células na Working
Formulation e linfoma difuso de grandes células B na REAL (40).

A proposta da Classificacdo Histologica dos Tumores Hematopoiéticos dos Animais
Domeésticos da World Health Organization (WHO) é baseada na classificagdo REAL/WHO
utilizada nos linfomas humanos (4,35). Ela tem sido utilizada por varios autores em diferentes
espécies, porém, sem que haja consenso na sua adequacdo para 0s LNHs caninos. Grupos
importantes no estudo deste tipo de neoplasia ainda consideram que a classificacdo de Kiel
atualizada (41) ndo deve ser descartada (1).

Na classificagdo atualizada de Kiel, os subtipos correspondentes aos DLBCL sdo 0s
linfomas centroblasticos monomorficos e polimorficos, os imunoblasticos B e os anaplasicos
de grandes celulas B (41), que correspondem também ao maior percentual dos casos
encontrados, mais de 50%, quando se aplica esta classificacdo aos linfomas caninos (1).

Os autores que utilizaram a Classificacdo de Kiel ja demonstraram a importancia dessa
classificagdo para os linfomas caninos, sendo esta classificacdo utilizada ainda em trabalhos
de pesquisa recentes (1). O aspecto comparativo ou a correspondéncia entre as duas
classificagdes — WHO e Kiel — torna-se importante na avaliacdo dos Linfomas de Grandes
Células B (Tabela 1), na medida em que a classificacdo de Kiel serve como parametro para o
estabelecimento do progndstico nos cées (21).

Os DLBCLs sdo neoplasias de padrdo de crescimento difuso formadas por celulas
linfoides B que possuem nucleo de tamanho igual ou que excede o tamanho do ndcleo de um
macrofago normal ou que corresponde a mais de duas vezes o tamanho de um linfécito
normal (12). A classificacdo da WHO propde que os patologistas utilizem somente o termo
Linfoma Difuso de Grandes Células B como diagndéstico final. Esta recomendacdo
acompanha a proposta contida na classificacdo REAL (42), pois a identificacdo de subtipos de
DLBCL seria de dificil reproducdo entre os patologistas e alguns subtipos seriam ainda
controversos. No entanto, a Classificacdo da WHO também propde que estes subtipos sejam
considerados nos trabalhos de pesquisa com o intuito de demonstrar as diferencas no
comportamento bioldgico das diversas variantes procurando estabelecer novas entidades (12).

Segundo a Classificacdo Histologica dos Tumores Hematopoiéticos dos Animais
Domésticos da WHO, os DLBCLs podem apresentar pelo menos cinco variantes que estdo
relacionadas a comportamentos biologicos diversos - o Linfoma de Células B Rico em
Células T, o Linfoma Imunoblastico de Grandes Células, o Linfoma de Grandes Células B
(ndo clivadas e clivadas), o Linfoma de Células B Timico (mediastinal B) e o Linfoma
Intravascular de Grandes Células B — descritos nas espécies domésticas, inclusive nos cées
(4). Porém, estes tumores geralmente séo incluidos entre os DLBCLs sem que sejam descritas
em detalhe suas caracteristicas morfoldgicas, seu perfil imunoistoquimico e seu indice
proliferativo.

O Linfoma de Células B Rico em Células T é caracterizado por progressao lenta,
composto por uma populacdo mista de células T pequenas clivadas e células B neoplasicas
grandes, sendo que esta ultima populacdo pode compor 5% ou menos do total da populacédo
celular. As lesbes, geralmente, envolvem os linfonodos e podem aparecer como aumento de
apenas um linfonodo periférico. Este subtipo tem sido comparado a lesdo pulmonar conhecida
como granulomatose linfomatosa em humanos (4).
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Tabela 1. Correspondéncias entre as classificagdes da Kiel (41), WHO International
Histological Classification of Hematopoietic Tumors of Domestic Animals (4) e WHO
Classification of Tumors of Haematopoietic and Lymphoid Tissues (12) em relagdo ao

DLBCL.

KIEL WHO (2002) WHO (2008)
Centroblasticos Linfoma de Grandes
monomarficos e |Células B (ndo clivadase |DLBCL, NOS variante centroblastica
polimérficos clivadas)

Imunoblasticos B

Imunoblastico de Grandes
Células

DLBCL, NOS variante imunobléastica

Anaplasicos de grandes
células B

DLBCL, NOS variante anaplasica

Linfomas de células B com
alta quantidade de células
-

Linfoma B ricos em células
T

DLBCL, NOS rico em células
T/histiocitos

DLBCL, NOS variantes raras

Linfoma esclerosante de
grandes células B do
mediastino

Linfoma de Células B
Timico (mediastinal B)

Linfoma de grandes células B
mediastinal (timico)

Linfoma angio
endoteliétropico
(intravascular)

Linfoma Intravascular de
Grandes Células B

Linfoma Intravascular de Grandes
Células B

DLBCL priméario do SNC

DLBCL cutaneo primario, tipo perna

DLBCL EBV+ dos idosos

Linfoma de grandes células B ALK+

DLBCL associado a inflamacéo
cronica

Linfoma plasmoblastico

Linfoma de efusdo primaria

Granulomatose linfomatosa

Linfoma de grandes células B,
surgindo em doenca de Castleman
multicéntrica associada 8 HHVS.

Linfoma de células B, inclassificavel,
com caracteristicas intermediarias
entre DLBCL e linfoma de Burkitt.

Linfoma de células B, inclassificavel,
com caracteristicas intermediarias
entre DLBCL e linfoma de Hodgkin
classico.

O Linfoma Imunoblastico de Grandes Células exibe agressividade moderada, com
arquitetura difusa composta por células grandes com nucleo redondo a oval ou clivado,
mitoses frequentes, quantidade variavel de citoplasma, que se cora fortemente, membrana
nuclear espessa, cromatina reticular e periférica, e normalmente nucléolo Unico central.
Macroéfagos de corpos tangiveis sdo presentes e numerosos (4).
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O Linfoma de Grandes Células B (ndo clivadas e clivadas) possui agressividade
moderada, composto por populacdo de células linfoides grandes relativamente uniforme,
ndcleo vesiculoso, cromatina reticular e dois a trés nucléolos proeminentes periféricos.
Macréfagos de corpos tangiveis e figuras de mitose séo frequentes (4).

Um tipo raro que acomete o mediastino é o Linfoma de Células B Timico (mediastinal
B), mais frequentemente observado em cées jovens de racas de grande porte. As lesfes tém
desenvolvimento lento e os animais normalmente apresentam émese ap6s alimentacdo
aparentemente devido a compressao esofagica. As lesdes sdo tipicamente bem encapsuladas,
exibem bandas de colageno evidentes dando uma aparéncia macroscépica de timoma.
Citologicamente, as células tumorais sdo grandes, com nicleo vesicular, nucléolo
proeminente, podendo ser altamente indentados e ocasionalmente muito grande e
multilobulado (4).

O Linfoma Intravascular de Grandes Células B é uma doenca sistémica caracterizada
pela proliferagdo de clusters de células linfoides dentro do limen de pequenas veias e, em
menor grau, artérias do coracdo, pulmio e sistema nervoso central. E uma doenca rara que
pode ter um aparecimento repentino de sincope e morte em um animal sem nenhuma
manifestacao clinica (4).

De acordo com a classificagdo da WHO de 2008, os subtipos correspondentes ao
DLBCL séo o DLBCL, sem outras especificacdes; o linfoma de grandes células B rico em
celulas T/histiocitos; DLBCL primério do SNC; DLBCL cutaneo primario, tipo perna e
DLBCL EBV positivo dos idosos (12).

As caracteristicas citomorfologicas do DLBCL, sem outras especificacfes sdo diversas
e podem ser divididas em variantes morfologicas comum e rara. As variantes morfoldgicas
comuns compreendem a centroblastica, imunoblastica e anaplésica. As variantes raras podem
apresentar estroma mixoide ou matriz fibrilar, alguns casos podem exibir formacdo de
pseudorosetas, formato celular fusiforme ou mostrar caracteristicas de células em anel de
sinete. Granulos citoplasmaticos, projecdes de microvilos e jungdes intercelulares também
podem ser vistos. Ele representa 25 a 30% dos LNH de adultos nos paises ocidentais, sendo
sua etiologia desconhecida. Normalmente, se apresenta como uma neoplasia dita primaria ou
como progressdo de outro tipo neoplasico menos agressivo como, por exemplo, linfoma
folicular e linfoma de zona marginal (12).

Diante de uma suspeita de linfoma, devem ser realizados exame fisico completo,
hemograma, bioguimico e urinalise, sendo o diagnostico definitivo por exame citoldgico ou
histopatoldgico (26). O diagnostico e classificacdo do linfoma podem ser realizados de forma
simples, eficaz e com baixo custo pelo exame citoldgico, sendo que a classificacdo de Kiel
exibe melhor adequacdo por se basear em caracteristicas morfologicas (43). No entanto, ha
algumas limitac6es. Devido a auséncia de arquitetura tecidual ndo é possivel observar uma
desorganizacdo da arquitetura normal ou invasdo da capsula, podendo dificultar a
diferenciacdo entre um linfoma e uma hiperplasia reacional acentuada, a qual é caracterizada
por muitas células linfoides grandes. Ainda, linfoma de células pequenas pode exibir poucos
indicios de suas caracteristicas de malignidade. Além disso, classificacdo em baixo, moderado
e alto grau, que é realizada por meio das caracteristicas citologicas e imunofenotipagem pode
ser feita com maior acuracia no exame histopatolégico (26).

O diagnéstico pode, também, ser realizado por técnicas moleculares tanto para o
diagndstico em si quanto para caracterizar melhor o tumor e incluem histo e citoquimica,
imunoisto e imunocitoquimica; citometria de fluxo e PCR (21,44).

Ocasionalmente pode ser dificil a diferenciacdo entre uma proliferacdo maligna e
benigna, situagdo a qual pode ser resolvida pela avaliagédo da clonalidade, uma vez que a
clonidade é um marco de malignidade, ou seja, é suposto que o tumor origine-se de um dnico
clone (26).
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Atualmente, a imunofenotipagem dos linfomas esta incorporada aos sistemas de
classificacdo do linfoma e a técnica de imunoistoquimica é o padrdo ouro para essa
determinacdo (44). Dessa maneira, 0 estabelecimento da origem T ou B das células
neoplasicas associado a sua morfologia permite o reconhecimento dos diferentes tipos de
neoplasias linfoides (12).

Para a determinacdo do imunofenotipo, séo utilizados marcadores linfocitarios como os
anticorpos policlonal anti CD3 e monoclonal anti CD79a, como marcadores pan T e pan B,
respectivamente, tanto para humanos (12) quanto para os animais domésticos (1,4,5,38).
Entretanto, esta determinagdo pode ser obtida com maior acuracia ampliando-se o painel de
anticorpos. Nos seres humanos, os DLBCLs normalmente expressam varios marcadores pan
B, porém a expressdo de um ou mais destes marcadores pode estar ausente, impedindo ou
dificultando a determinagdo do imunofenotipo quando se utiliza apenas um marcador (45).

Para os linfomas B, os mais utilizados nos linfomas humanos, além do anti CD79a, s&o
0 anti CD20 e o PAX-5 (anti- BSAP) entre outros (45). Deve-se ressaltar que a pouca reagdo
cruzada entre os anticorpos especificos humanos e caninos restringe o painel utilizado nos
linfomas dos cdes, tanto para o diagnostico quanto para o estadiamento (46). Nos cdes,
embora 0 marcador pan B mais amplamente utilizado seja o anti CD79a (4,10,32), o anti
CD20 também tem sido utilizado em menor escala com o mesmo fim (46). Mais
recentemente, a expressdo da PAX-5 (anti BSAP) foi empregada como marcador
imunoistoquimico pan pré B e pan B em amostras de linfomas de cées incluidas em parafina
(33).

O CD79 é um heterodimero sinalizador que é expresso apenas pelas células B e em
varios tipos de linfoma (47). A molécula € um heterodimero covalente que contem CD79a (Ig
a, mb 1) e CD79b (Ig B, B29), ambas subunidades contém um tnico dominio Ig extracelular,
um dominio transmembrana e um dominio de sinalizagéo intracelular. O BCR (receptor de
antigeno de células B) é um complexo entre CD79 e o lg de superficie, todos estes
componentes sdo necessarios para a expressdo do BCR na superficie celular. A ligacédo
cruzada do BCR aciona o mecanismo de sinalizacdo o que pode levar a apoptose ou na
presenca de sinal de resgate de células T pode levar a ativacao e divisdo celular, o que torna o
CD79, além de marcador para linfoma B, um alvo de terapia anticancer com anticorpos (48).

Ja 0 CD20 é uma molécula de superficie celular especifica de linfécitos B e sua ligacdo
com anticorpo altera a progressdo no ciclo celular e a diferenciacdo indicando que esta
molécula é essencial na funcdo dos linfocitos B. Ela é expressa em células pré B na medula
Ossea, principalmente ap0s o rearranjo da cadeia pesada de Ig e sua expressao persiste até a
diferenciacdo para plasmoécitos. Os complexos multiméricos de CD20 podem formar canais
de ions para conducdo de Ca2+ na membrana plasmatica de células linfoides B. Pressupde-se
que o CD20 canino contenha dominios de sequéncias de aminoacidos consistindo de dois
dominios extracelulares, quatro dominios transmembrana e trés dominios intracelulares,
sendo expresso por células mononucleares do sangue periférico, linfonodos e linfomas de
celulas B, mas ndo em linfomas de células T ou linfomas ndo T - ndo B, assim como 0 CD20
humano (49).

A proteina ativadora especifica de células B (BSAP) é um fator de transcricdo de 52kD
originalmente identificado como homaologo da proteina ativadora tecidual especifica do ourico
do mar. A BSAP é codificada pelo gene PAX-5, um membro altamente conservado da familia
de genes de fatores de transcri¢do “paired Box” (PAX). Dentre as células hematopoiéticas a
expressao do gene PAX5 é restrita a linhagem de células B. A transcricdo do gene do PAXS5 é
iniciada em células pré B e € abundante nos estagios de maturacéo pré B e células B madura,
mas é ausente em plasmocitos diferenciados. O PAX5 é um fator de transcri¢do essencial ao
comprometimento da célula com a linhagem de linfécitos B, induzindo a expressdo de varios
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genes e a0 mesmo tempo reprimindo vias alternativas de diferenciacdo hematopoiética, o que
torna possivel a sua utilizacdo como um marcador pan B (50)

A importancia da deteccdo destes antigenos ndo reside somente na determinacdo do
imunofenétipo. O CD20 tem sido utilizado amplamente como alvo de procedimentos
terapéuticos nos linfomas B humanos que empregam anticorpos monoclonais como o
Rituximab, que é um anticorpo quimérico monoclonal IgG1 anti CD20 humano produzido por
engenharia genética em camundongo. Acredita-se que o Rituximab aja sobre as células do
linfoma induzindo a lise celular mediada por complemento, a citotoxicidade celular
dependente de anticorpo e a inducdo direta de apoptose, atuando simultaneamente com a
quimioterapia (39,51).

O uso de anticorpos monoclonais anti - CD20 para o tratamento de linfomas B
aumentou significativamente a sobrevida dos pacientes, porém ha pacientes refratarios a
terapia ou 0os que apresentam recorréncia da doenca (52). Linhagens celulares de linfoma B
submetidas a tratamento in vitro por anticorpos anti CD20 mostraram que células de maior
expressdo de CD20 sdo mais sensiveis ao tratamento (53).

Especial atencdo deve ser dada a dose utilizada para o tratamento, uma vez que com 0
uso de doses altas da droga os mecanismos efetores necessarios para a atividade do
medicamento podem ser saturados comprometendo a eficacia da terapia. Sob essas condicdes,
uma reacdo chamada trogocitose predomina. Ela consiste na remocdo do complexo CD20 —
anticorpo monoclonal das células alvo por células efetoras que expressam receptores Fcy
permitindo que estas células malignas escapem sem danos e promovam a progressao do tumor
(51).

Em cées, ainda ndo esta bem estabelecido o uso e eficicia deste tipo de drogas, mas
existem estudos promissores que apontam uma maior efetividade do tratamento quando
associada quimioterapia tradicional a imunoterapia (2).

Assim sendo, a determinacdo do perfil imunofenotipico dos linfomas ndo so torna o
diagndstico mais acurado, mas também abre novas perspectivas para se estabelecer protocolos
de tratamento mais especificos.

Nos estudos sobre neoplasias, inclusive linfomas, pode-se observar a necessidade de
avaliar além do imunofendtipo, o indice de proliferacdo celular e a taxa de apoptose das
células neoplésicas (54). Quando se trata especificamente dos linfomas, aléem do
imunofenotipo, ha a necessidade de se estabelecer os indices proliferativos, ja que estes
podem aumentar a acurécia da classificacdo deste tipo de neoplasia. No que diz respeito aos
DLBCLs, pode-se reduzir a dificuldade na diferenciacdo entre estes e determinados subtipos
morfologicamente similares, como o linfoma de zona marginal, utilizando-se os indices
proliferativos e apoptoticos maiores apresentados pelos DLBCLs (10). Além disso, a
correlacdo positiva entre o indice proliferativo, a morfologia celular, o imunofenétipo e o grau
de malignidade ja foi constatada (55).

Um estudo recente verificou que ha uma variacdo significativa do tempo de sobrevida
de cdes com diferentes indices mitoticos. Em cdes apresentando tumores com indices
mitoticos menores que 20 mitoses por campo de grande aumento (400 X) e maiores que 21
mitoses por campo de grande aumento, foi observada sobrevida media de 188 e 31 dias
respectivamente (35).

O marcador mais confiavel para este tipo de avaliagdo da proliferacdo celular é o
antigeno Ki-67 (MIB-1). Este antigeno € uma proteina de 345 kD que é expressa em todas as
fases do ciclo celular, exceto nas células em GO e que pode ser detectada utilizando-se
métodos imunoistoquimicos (56).

Como foi mencionado anteriormente, outro indice relacionado com o comportamento
biolégico das neoplasias € o0 indice apoptotico, pois o crescimento tumoral ndo é determinado
somente pela porcentagem de células em proliferagéo e pelo tempo do ciclo celular (57). Um
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dos métodos empregados para este tipo de avaliacdo é a detecgdo imunoistoquimica da
expressdo da caspase-3 (9). Estas enzimas estdo presentes no citoplasma da maioria das
celulas, na forma inativa como uma cadeia Unica de polipeptideos e séo ativadas quando esta
cadeia é quebrada. A expressao de caspase-3 € utilizada em muitos distarbios hematopoiéticos
na espécie humana, inclusive nas leucemias e nos linfomas. Os linfomas de alto grau de
malignidade apresentam uma expressao maior de caspase-3 que aqueles de baixo grau (58).
Na espécie humana, os linfomas de alto grau que possuem maior indice de positividade para
caspase-3 respondem melhor ao tratamento (11).

Este tipo de avaliagdo ainda € pouco comum nas neoplasias caninas, porém, nos
linfomas caninos empregando-se as classificagdes de Kiel e Working Formulation, observou-
se grande variacdo no percentual de células positivas, ndo sendo constatada diferenca entre os
linfomas de alto e baixo grau e entre os diferentes imunofenotipos (9). Nos seres humanos,
esta variacdo na expressao de caspase-3 nos DLBCLs ja foi observada (58). Deve-se ainda
ressaltar, no entanto, que entre os DLBCLs humanos, ja foi constatado que os tumores de alto
grau apresentam indices apoptéticos maiores que os linfomas de baixo grau de malignidade
(11,58). A determinacdo do percentual de células positivas para caspase-3 e a aplicacdo de
classificagdes mais atuais, como as propostas para 0s animais domésticos (4) e para 0s seres
humanos (12) nos linfomas caninos, mais especificamente os DLBCLs, podem auxiliar no
estabelecimento de um perfil mais detalhado destas neoplasias.

Outro marcador imunoistoquimico relacionado com a apoptose € a expressdo da
proteina p53 mutante nas células neoplésicas. As mutagdes neste gene sdo as lesdes génicas
mais frequentes nas neoplasias da espécie humana, sendo um importante indicador da
resposta terapéutica dos LNHs humanos (59). A expressao do p53 alterado € superior a 30%
nos linfomas de alto grau de malignidade de origem B (13). De acordo com Sueiro et al. (14),
nos LNHSs caninos cerca de 60% dos casos sdo positivos para a expressao do p53, porém, ndo
foi detectada a correlacdo deste achado com os imunofenétipos e os graus de malignidade das
neoplasias (9, 14). Outros estudos sugerem que essa taxa de positividade pode ser menor,
chegando a até 22% dos LNH, sendo que a expressdo do p53 teria impacto negativo na
sobrevida total do animal, mas ndo influenciaria no tempo de recorréncia da doenca (15). Por
outro lado, existe relato sobre nimero maior de células p53+ em linfomas T do que em
linfomas B caninos (59). Em estudo recente, ndo foi constatada diferenca dos niveis de
expressao e da frequéncia da mutacdo do gene p53 entre 0s grupos de animais portadores de
linfomas sensiveis e resistentes a quimioterapia (16).

Assim, na Medicina Veterinaria, o papel desempenhado pelo p53 nas diferentes
neoplasias € controverso, sendo ainda escassos 0s estudos que apresentam este tipo de
abordagem. Quando se tratam dos linfomas caninos, as diferentes classificacdes utilizadas e a
comparacdo entre grandes grupos que consideram apenas 0s imunofenotipos, sem considerar
muitas vezes os subtipos de LNHs, podem explicar, pelo menos parcialmente, a discrepancia
dos resultados.

CONSIDERACOES FINAIS

O linfoma ndo-Hodgkins (LNH) é atualmente uma das neoplasias que mais acomete 0s
caes, levando a significativa diminuicdo na longevidade e qualidade de vida dos animais
afetados. E frequente também no homem e devido as semelhancas no comportamento
biolégico tumoral, influéncia ambiental, aberracGes genéticas, incidéncia, tipo mais frequente
e também tratamento, a doenca no cdo é utilizada como modelo de ocorréncia espontanea
para o estudo da etiologia e protocolos de tratamento dos LNHs humanos. Ela é uma doenca
heterogénea, uma vez que cada subtipo é uma entidade Unica, o que pode demandar diferentes
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abordagens. Assim, sdo necessarios estudos que permitam diagndsticos mais precoces e
acurados possibilitando terapias mais eficazes e consequentemente melhor progndstico.
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