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Linfoma canino de células T: aspectos epidemioldgicos,

clinicos e morfolégicos de 38 casos

1 - Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual de Londrina, Londrina—PR

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia e aspectos clinicos,
morfolégicos e imunoistoquimicos de linfomas caninos de células T.
Foram avaliados 71 caes com linfoma, dos quais 38 foram classificados
imunoistoquimicamente como células T. Conforme a classificagio da
Working Formulation e Kiel 18 foram classificados como grau
intermediario de malignidade, 15 de alta malignidade e 5 de baixa
malignidade. O padrao de proliferacio linfomatoso foi difuso em
todos os animais (38). O linfoma de células T foi mais comum em
caes de raca definida (24/38), como Boxer, Cocker Spaniel Inglés e
Rottweiler. A ocorréncia de linfoma T em machos (21/38) foi maiot
do que em fémeas ¢ aidade média foi de 5,8 anos (1-13 anos). Quanto
a classificacdo anatomica e estadiamento clinico do linfoma de células
T, a forma multicéntrica (29/38) foi a mais comum e os estadios IV
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(15/38) ¢ I11 (14/38), tespectivamente.

Introducao

O linfoma ¢ a terceira neoplasia de
maior ocorréncia no cio. F uma neoplasia
agressiva e sua etiologia permanece obscura.
Histologicamente possui caracteristicas
similares ao linfoma nao-Hodgkin
humano. '

Diferentes classificaces histologicas
para o linfoma humano tém sido adaptadas
para o linfoma canino. >’ Dois sistemas de
classificagdo do linfoma humano, a Working
Formulation (National Cancer Institute) e o
sistema Kie/ foram os mais facilmente
adaptados e considerados os mais
completos quando comparados a outros
sistemas de classificaciao. #*°

A Working Formulation classifica o
tumor em difuso ou folicular, com base no
padrio tecidual, e em pequeno, clivado,
grande e imunoblastico de acordo com o
tipo celular. ™ Ja o sistema Kie/ modificado
avalia a morfologia celular (centroblastico,
centrocitico e imunoblastico) e a
imunofenotipagem (células B ou T). Ambos
os sistemas classificam se a neoplasia é de
baixa ou alta malignidade, sendo que a
Working Formulation acrescenta um grau

intermediario de malignidade. "*

Os sistemas de classificacdo auxiliam
na determinacido do prognéstico dos
linfomas. A classificacdo da Working
Formulation tem maior correlagio na
determinacdo do tempo de sobrevida do
animal. * O padrio de arquitetura folicular
em cdes ndo esta correlacionado com
prognostico, sendo encontrado na minoria
dos casos. Em seres humanos, ao contrario,
aproximadamente 30% dos linfomas nao-
Hodgkins sao foliculares determinando um
prognéstico favoravel. > Na maioria dos
estudos, demonstrou-se que linfomas de alto
grau de malignidade apresentam com maior
freqliéncia, remissao completa em resposta
a quimioterapia, quando comparados aos de
baixa malignidade. No entanto, cies com
linfoma de baixo grau de malignidade tém
maior tempo de vida sem quimioterapia
agressiva. ®

O sistema Kie/ modificado auxilia na
determinagdo do tempo de reincidéncia nos
animais tratados, acreditando-se que
também tenha utilizacdo na estimativa do
tempo de sobrevida. * A imunofenotipagem
passou a ter importancia prognostica, nos
cdes com linfoma, quando se verificou que
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o linfoma de células T tinha prognostico pior
para o tempo de vida e o periodo livre da
doenca do que o linfoma de células B. **

Em cies observa-se maior incidéncia
de linfomas com imunofenétipo B 'Y,
porém Teske et al.® observaram uma alta
incidéncia do fenétipo T (37,9%).

O objetivo deste trabalho foi avaliar
a ocorréncia e os aspectos clinicos,
morfoldgicos e imunoistoquimicos de 38
casos de linfoma T canino, utilizando dois
sistemas de classificagdao histologicos, a
Working Formulation e o sistema Kiel
modificado.

Material e Método

Animais

Dentre 71 casos de linfoma canino
encaminhados ao laboratorio de Anatomia
Patolégica da Universidade Estadual de
Londrina no periodo de janeiro de 1990 a
outubro de 2004, todos submetidos a técnica
de imunoistoquimica, 38 casos de linfoma
de células T foram avaliados. Todos os
animais foram submetidos ao exame clinico,
classificacdo anatémica e estadiamento da
neoplasia de acordo com os critérios
propostos pela Organizacao Mundial da
Saude.»'! Os dados referentes a idade,
género e raca também foram analisados.

O diagnostico foi realizado por meio
de exame citolégico de aspirado por agulha

fina ou decalque de linfonodos aumentados
ou noédulos cutineos, sendo que em alguns
em pacientes com efusdes cavitarias, o
diagnéstico foi obtido por meio da analise
citologica do sedimento do liquido. De todos
os animais foram obtidos fragmentos de
linfonodos ou de ndédulos cutaneos
cirurgicamente ou durante a necropsia.

Exame citologico e histopatologico

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

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

As classificagdes histologicas utilizadas
toram a Working Formulation (National Céncer
Institute, 1982) e pelo sistema Kiel modificado
> propostas para linfomas nao-Hodgkin
humanos. As caracteristicas morfologicas
celulares e o padrido arquitetural para a
classifica¢do do linfoma de acordo com cada
método estdo descritos no quadro 1.

Exame imunoistoquimico
Para a detecgdo do imunofenétipo T

GRAU DE MALIGNIDADE WORKING FORMULATION SISTEMA KIEL
Linfocitico, pequenas células. Linfocitico
Linfoplasmocitico
BAIXO GRAU Fo’licular= f:om predominio de Centr.ocitico
células clivadas e pequenas. (Folicular)
Folicular, misto de c€lulas pequenas Centrocitico/centroblastico
e grandes clivadas. (Folicular)
Folicular, com predominio de Centrocitico/centroblatico
grandes células.
. Difuso, células pequenas clivadas Centrocitico (Difuso)
GRAU INTERMEDIARIO Difuso. misto de pequenas e grandes Centrocitico/centrobléstico
células.
Difuso, grandes células Centroblastico
Imunobléstico Imunoblastico
ALTO GRAU Linfobléstico Linfoblastico B
Células ndo clivadas pequenas Linfoblastico T

Quadro | - Classificagao histologica do linfoma nao-Hodgkin pelos critérios da Working formulation e pelo

sistema Kiel modificado (modificado de De Moura e Sequeira, 2000)
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utilizou-se técnica padrao de imunoperoxidase
pelo método do polimero (sistema Envision,
Dako Corp., K1491). O imunofenétipo foi
estabelecido utilizando-se anticorpo
policlonal humano contra CD3.

Os cortes histolégicos foram
colocados em laminas previamente tratadas
com poli L-lysina, sendo entdo
desparafinizados e submetidos a recuperagio
antigénica em solu¢io de EDTA (10mM/
pH8,0) com aquecimento a 95°C por trés
sessoes de cinco minutos. Apds o bloqueio
da peroxidase endégena, os cortes foram
incubados com anticorpo policlonal CD-3
pronto para o uso (Dako Corp., N1580)
durante 18 horas a 4°C. Apés dois banhos
em solucdo TRIS pH 7,4, os cortes foram
incubados por 30 minutos com o kit Dako
Envision, sendo entio submetidos a
aplicagdio  do  cromoégeno  (3-3’
diaminobenzidina, Sigma Chemical CO —
D5637). Os cortes foram contra corados
com hematoxilina de Harris por 30 segundos.
Soro nio imune foi utilizado, no lugar do
anticorpo primario, como controle negativo
para cada lamina. Como controle positivo
utilizou-se um linfonodo normal de cio.

Resultados

Ocotrréncia, classificagao histologica
e imunoistoquimica

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

Em todos os animais avaliados
observou-se o padrio arquitetural difuso.
Em cada grau de malignidade houve o
predominio de um subtipo celular, sendo
os mais freqlientes o de células pequenas e
clivadas/ centrocitico (13/38) e o
imunoblastico (12/38, Tabelas 1 ¢ 2).
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Figura 1- Fotomicrografia de linfonodo de cao.
Observar o padrao difuso e presenca de
nucleos com reentrancias (setas verdes) e com
nucléolos evidentes (algumas com nucléolos
na periferia — centroblastos — setas brancas).
Linfoma de grau intermnediario de
malignidade, subtipo centrocitico com
componente centroblastico (Sistema Kiel
modificado) ou difuso de células mistas
pequenas e grandes clivadas (Working
Formulation). HE 40X

= A

Figura 2 - Fotomicrografia de linfonodo de cao.
Observar presenca de células pleomorficas
(setas), com anisocariose. Linfoma de alto
grau de malignidade, subtipo imunoblastico
(sistema Kiel modificado e Working
Formulation) HE 40X

Em 38 amostras avaliadas obteve-se
marcagado positiva para o anticorpo
policlonal CD3, sendo estas classificadas
como linfomas de células T (Figura 3).

Aspectos epidemiolodgicos,
classificagdo anatdmica e estadiamento
clinico

Verificou-se que caes com raca
definida apresentaram maior ocorréncia de
linfoma de células T (24/38), sendo as racas
Boxer, Cocker Spaniel Inglés e Rottweiler
as mais comuns. Observou-se também uma
maior ocorréncia em machos (21/38), tendo
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B : =L p 0 R 'Ql 1
Figura - 3A Figura - 3B
Figura 3 - (A) Fotomicrografia de linfonodo de cao. Controle positivo de imunoperoxidase utilizando-se anticorpo
policlonal CD3 (pan-T). Observar nas setas a marcagao da regiao paracortical do linfonodo. 40X. (B)
Fotomicrografia de linfonodo de cao. Observar a marca¢ao do corte com o anticorpo policlonal

humano CD3 (pant-T). Linfoma de células T

Tabela 1 - Morfologia dos linfomas de células T em caes atendidos no HV-UEL no periodo de janeiro de 1990 a
outubro de 2004, de acordo com o sistema de classificacao da Working Formulation. Londrina — Parana, 2005

Baixo Grau
. de. Grau Intermediario de Malignidade Alto Grau de Malignidade
D'ifuso Difuso, misto . Total
Linfocitico célas — depequenase  Difuso. grandes  pipgpiicico  Imunoblistico
pequenas grandes células
clivadas células
Numero de casos 05 13 03 02 03 12 38
Idad
ade i anos 1:96) 37(5) 290 58 (7) 68(7)  6-13(9.5) 1-13(5.8)
(mediana)

Linfoadenomegalia

. 0 04 02 01 00 00 07
regional

Linfoadenomegalia

05 08 00 01 03 11 28
Generalizada
Hepatoesplenomegalia 04 03 00 00 02 06 15
Massa Mediastinica 00 01 01 01 01 02 06
01 01 01
Massa Extranodal 00 Efusdo Efusdo Cavidade 00 00 03
Pericardica  Pericardica Nasal

os animais idade entre 1 — 13 anos, com
uma mediana de 5,8 anos (Tabela 3).
Quanto a classificacdo anatémica a
forma multicéntrica foi a de maior
ocotréncia (28/38) e os estadios clinicos IV
(15/38) e 111 (14/38) os mais freqientes. A
maioria destes animais nio apresentava sinais
clinicos no atendimento inicial (24/38) e
quando da existéncia de sinais clinicos, os
mais comuns foram apatia, anorexia, perda
de peso, fraqueza, dispnéia, vomito e diarréia.
No momento do diagnéstico, a alteragdo
mais comum detectada no exame fisico foi
linfoadenomegalia generalizada (28/38),
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sendo que em sete cdes observou-se
linfoadenomegalia localizada (Tabelas 2 e 3).
Hepatoesplenomegalia foi detectada em 15/
38 casos, sendo a maioria observada nos
linfomas classificados como de alto grau de
malignidade, pela Working Formulation
(Tabela 2) e pelo sistema Kiel modificado
(Tabela 3), predominando o tipo imunoblastico
(6/15).

Discussao

A determinagio da imunofenotipagem
de linfomas em humanos tem sido essencial
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Tabela 2 - Morfologia dos linfomas de células T em caes atendidos no HV-UEL no periodo de janeiro de 1990 a
outubro de 2004, de acordo com o sistema de classificacao Kiel. Londrina — Parana, 2005

Baixo Graude

Malignidade Grau Intermedidrio de Malignidade Alto Grau de Malignidade o
Lisocitico  Linfoplas (- Cantrocitico/ Cantroblistioe.  Lanfoblit fe e Yo -
mexitico Cantroblastico
Niumero de casos 03 02 13 03 02 03 12 38
Idade em anos
i 196) 3-7(5) 3-7(9 2-9(5) 5-8(7) 6-8 (7) 6-13(9.5) 1-13(5.8)
(mediana)
Linfoadenomegalia 0 04 02 01 00 00 07
regional
Linfoadenomegalia
) 3 2 08 00 01 03 11 28
Generalizada
Hepatoesplenomegalia 2 2 03 00 00 02 06 15
Massa Mediastinica 0 0 01 01 01 01 02 06
01 01 01
Massa Extranodal 0 0 Efusio Efus3o Cavidada 00 00 03
Paricardica Pericardica Nasal

Tabela 3 - Aspectos epidemioldgicos do linfoma de células T em 38 caes atendidos no HV-UEL no periodo de
janeiro de 1990 a outubro de 2004. Londrina — Parana, 2005

RACA GENERO Idade em Anoz Clazzificacio A Estadi Clinico Subestigio
MACHO FEMEA  (Mediana) M A MED C EN I 0O 1m IV V A B
Boxer 2 2 1-6(45) 2 0 0 o 2 0 1 3 0 0 2 2

Cocker Spaniel

Inglés 1 2 6-8(70) 2 0 0 0 1 0 01 0 2 1 2
Rottweiler 2 1 2650 1 1 0 0 1 0 0 0 3 0 1 2
Dobeman 0 2 59(70) 2 0 0 o o0 o0 1 1 0 0 2 O
Fila Brasileiro 1 1 56(55) 2 0 0 0O 0 0 0 1 1 0 1 1
Pinscher 1 1 3-7(50) 2 0 0 o o0 o0 o 1 0 1 2 0
Teckel 1 1 6-13(9,5) 2 0 0 o o0 1 0 0 0 1 2 0
Outras Ragas 4 1 1-8(60) 2 0 1 2 0 0 0 1 3 1 1 4
SRD 9 6 4-9(60) 13 1 0 1 0 0 2 6 6 1 12 3

Total 21 17 1-13(5,8) 28 02 01 03 04 01 04 14 13 06 24 14

N=Multicentrica, A= Alimantar, MED= Madiastmica, C= Cutanea, E-N=Extranodal

nas etapas de classifica¢io, auxiliando na
determinagio do comportamento biolégico
e na escolha da terapia. Na medicina
humana, observa-se uma ocorréncia de 12%
de linfomas de células T na Europa e nos
BUA, enquanto no Japao este numero
ultrapassa os 50% dos casos. Esta maior
ocorréncia de linfomas T no Japio
esta relacionado com fatores ambientais,
ptincipalmente infeccoes virais por HTLV-1. 2

A determinagio da imunofenotipagem
em linfomas caninos ¢é recente, havendo
poucos estudos na veterindria, porém a

maioria dos relatos refere-se ao predominio
de linfomas de células B. © Em relacio aos
linfomas de células T, Teske et al. ¢ e Fournel-
Fleury et al. " citam uma ocortréncia de 37,9%
e 26%, trespectivamente. De Moura ', em
estudo realizado no Brasil, observou uma
ocorréncia de 60,2% de linfomas T' em caes.
Neste estudo, a ocorréncia de linfoma T em
caes foi 53,5%, concordando com o valor
encontrado por De Moura ", demonstrando
que no Brasil pode haver fatores am4bientais
que contribuam para o aparecimento do
linfoma de células T. Desta forma, outros
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estudos devem ser realizados para se
determinar possiveis causas para o
desenvolvimento do linfoma T em nossa
regidao, permitindo assim melhor
compreensio do comportamento biologico
do tumor e auxiliando na escolha da terapia
a ser instituida. Até o momento, pouco se
sabe da participacio de agentes virais na
patogenia de linfomas de células T. Até o
momento, nenhum retrovirus foi
demonstrado como agente causador de
linfoma em cées, apesar de particulas virais
terem sido detectadas em caes com linfoma
T, o que pode sugerir a participagiao destes
virus na patogenia da doenc¢a em cies.
Existem varios métodos de
classificagdo morfoldgica para o linfoma
nao-Hodgkin’s humano. Dentre os métodos
existentes, a Working Formulation e o sistema
Kiel modificado, tém sido aplicados na
classificacao morfoldgica do linfoma em caes
devido a similaridade deste tumor com o
niao-Hodgkin’s humano. Estes métodos
fornecem informacgoes sobre prognéstico
e sobrevida do animal. Ambos os métodos
classificam os tumores pelo padrido
arquitetural e pelo tipo celular. Na medicina
humana, observa-se uma equivaléncia entre
o padrio folicular e o difuso. Na espécie
canina, o padrio predominante é o difuso.
Em nosso estudo, observou-se que em
todos os casos avaliados o padrao arquitetural
foi o difuso. Segundo Teske et al.’, o linfoma
canino tem um comportamento mais
agressivo determinando rapida progressao
da doenga, sendo por isso raramente
encontrado o padrao folicular nesta espécie.
Outro fator que contribui para a maior
ocorréncia do padrao difuso é o tempo que
o proprietario leva para perceber alguma
alteracio em seu cdo. Com isto, no
momento da avaliacdo clinica do animal, as
células neoplasicas ja infiltraram por todo
linfonodo descaracterizando a arquitetura
tecidual normal deste 6rgdo. Em humanos
o padrio folicular esta relacionado com um
melhor prognéstico. No entanto em caes,
nao é observado qualquer tipo de associagiao
entre padrio tecidual e progndstico. *
Teske et al’ classificaram histologicamente
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116 casos de linfoma canino, de acordo com
critérios estabelecidos pela Working Formulation,
observando que 75% dos casos eram de grau
intermediario, 16,4% de baixo grau, 6% de
alto grau de malignidade e 6% de Mycosis
fungoides. Fournell-Fleury et al." ao realizarem
classificacdao histolégica de 136 caes com
linfoma de acordo com o sistema Kiel,
obtiveram um maior percentual de caes com
alto grau de malignidade (73,9%). Em estudo
nacional similat, realizado por De Moura ',
foi observado uma maior ocorréncia de grau
intermediario com 52%, seguido de 28,6%
de baixo grau de malignidade e 19,4% com
alto grau. De uma forma geral, os estudos
morfolégicos realizados em cides com
linfoma nao diferem muito um do outro.
Neste estudo, apesar de estar sendo avaliado
apenas cdes com linfoma de células T, ndo
houve diferenca ao comparar-se com
estudos que nio consideraram o fenétipo
do tumor. Além disto, os percentuais de
ocorréncia dos diferentes graus de
malignidade foram similares no sistema Kiel
modificado e na Working Formulation. Desta
forma, nao ha necessidade de se empregar
mais de um método de classificagdo
morfolégica para o linfoma de células
T em caes.

Em relac¢do a apresentacao clinica,
sabe-se que em humanos ha algumas
apresentacoes do linfoma de células T que
ocorrem mais em homens, com idade média
de 53 anos. Linfoadenomegalia generalizada
¢ um achado comum em homens com
linfoma (68%), podendo haver invasio
extranodal (37%), massa em mediastino
(32%) e infiltracio em medula 6ssea (25%).
Outra situacdio comum em humanos é
verificada em criangas ou adolescentes que
apresentam massa em mediastino (57-75%)
acompanhada freqiientemente de leucemia
aguda (40-72%), sendo encontrada mais
comumente no sexo masculino.
Morfologicamente, estes tumores sao
classificados pelo sistema Kiel modificado e
pela Working Formalation como linfoma de
alto grau de malignidade do tipo
linfoblastico. '* A apresentagdo clinica do
linfoma de células T em cides é similar a



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

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

Os resultados observados neste
estudo sao similares a outros descritos
no Brasil. A maior ocorréncia de linfoma
T em nosso meio, diferentemente do
que ocorre em outros pafses, pode ser
decorrente de fatores ambientais. A
importancia destes fatores no linfoma
nao-Hodgkin humano esta bem determinada,
contribuindo para a compreensio do
comportamento biologico e para a terapia
desta neoplasia. O avanco em estudos
epidemioldgicos e morfolégicos no linfoma
canino permitira o desenvolvimento de
terapias mais eficazes e progndsticos mais
precisos.

CanineT - cell ymphoma: a morphological, epidemiologic and clinical study

of 38 cases

Abstract

Key words:
Canine malignant lymphoma.
Epidemiological aspects.

The aim of this study was to evaluate the incident and clinical,
morphological and immunological aspects of canine T-cell
lymphomas. From 71 canine lymphomas, 38 were classified by
immunohistochemistry as T-cell lymphomas. According to the
Working Formmlation and Kiel classification, 18 were classified as
intermediate-grade, 15 as high-grade and 5 as low-grade. The pattern
of lymphomatous proliferation was diffuse in all 38 animals. T-cell
lymphoma was mote common in defined breeds (24/38), such as
Boxers, English Cockers and Rottweilers. The occurrence of T-cell
lymphoma in males (21/38) was greater than in females and the
median age was 5.8 years (1 to 13 years). For the anatomical classification
and the clinical staging of T-cell lymphomas, the most common were
multicentric form (29/38) and stage IV (15/38) and III (14/38),
respectively.

Lymphoma anatomical
classification.
Lymphoma clinical staging.
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