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CARACTERIZAGAO EPIDEMIOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA DO LINFOMA
MULTICENTRICO INDOLENTE DE ZONA T EM CAES

RESUMO - O presente projeto de pesquisa teve como objetivo principal a
caracterizagdo epidemiolégica e imunoistoquimica, com a avaliagdo da viabilidade
de transposi¢ao dos marcadores atualmente utilizados em citometria de fluxo para a
técnica de imunoistoquimica, de linfomas indolentes de zona T de caes, em
amostras incluidas em parafina. Para tal, foram utilizadas 39 amostras de linfoma
indolente de zona T. Os dados epidemioldgicos foram compilados dos prontuarios
dos caes acometidos e catalogados em uma planilha eletrénica para analise e as
respectivas amostras de tecido foram submetidas a imunoistoquimica, empregando-
se os anticorpos anti-CD3, CD45, CD79a e Ki67. Nos resultados da avaliagao
epidemiologica, a raga mais acometida foi o Golden Retriever (44%), seguido pelo
Shih-tzu (13%), quanto ao género, 18 animais eram machos e 21 eram fémeas e a
média de idade dos animais acometidos foi de 8 anos e 10 meses. Através de
formularios enviados via Google Forms® aos veterinarios responsaveis por cada
caso, foi possivel obter o follow up de 23 animais, sendo que a alteracao clinica mais
relatada foi a linfadenomegalia generalizada (n=12;52%). Sete (30%) animais
apresentavam linfocitose no momento do diagndstico. A marcagao imunoistoquimica
do CD45 foi negativa em todas as amostras, tal qual nos exames de citometria de
fluxo. O indice de proliferagao celular Ki67 nos linfomas de zona T variou de 5-40%,
com uma media de 12,7% (+ 7,5). A sobrevida global foi de 256 dias (£ 179) e a
sobrevida especifica de 334 dias (+ 226), embora 14/23 animais estivessem vivos
até término do estudo com acompanhamento de até 565 dias. O perfil
epidemiologico do linfoma de zona T no estudo foi semelhante ao encontrado em
trabalhos americanos com alta prevaléncia em caes da raga Golden Retriever. A
perda de marcacao para CD45 e baixo valor de Ki67 pode ser utilizada na rotina na
diferenciagao entre linfomas de zona T e linfomas de alto grau de imunofendétipo T,
uma vez que sao doengas com prognosticos e tratamentos distintos.

Palavras-chave: cdo, linfoma de zona T, Golden Retriever, imunoistoquimica.
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EPIDEMIOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
MULTICENTRIC INDOLENT T-ZONE LYMPHOMA IN DOGS

ABSTRACT - The present research project aims for the epidemiological
characterization and evaluation of the viability of transposing currently used markers
in flow cytometry to a immunohistochemical technique for multicentric indolent T-
zone lymphoma in dogs, in samples immersed in paraffin. Therefore, there were 39
samples of indolent T-zone lymphoma. The epidemiological data were compiled from
the affected dogs’ records and catalogued in an electronic spreadsheet to be
analyzed and the corresponding tissue samples went through the
immunohistochemical exam applying antibodies anti-CD3, CD45, CD79a e Ki67.
According to the results of the epidemiological evaluation, Golden Retriever was the
most affected breed (44%), followed by Shih-tzu (13%); regarding the gender, 18
animals were male and 21 female, the average age of the affected animals was 8
years and 10 months. Through forms sent via Google Forms® to the responsible
veterinarians for each case, it was possible to obtain a follow-up of 23 animals in
which the most reported clinical alteration was generalized lymph adenomegaly (n =
12/52%). Seven animals (30%) presented lymphocytosis at diagnosis. The
immunohistochemical mark of CD45 was negative in all samples, as well as in the
flow cytometry. The Ki67 cell proliferation rate in T-zone lymphomas varied 5-40%,
with an average of 12,7% (+ 7,5). The overall survival was 256 days (+ 179) and the
specific survival was 334 days (+ 226), although 14/23 animals were alive until the
end of the research with a follow-up of 556 days. The epidemiological profile of
indolent T-zone lymphoma in the study was similar to the ones found in American
studies with high prevalence in Golden Retriever dogs. The mark loss to CD45 and
low value of Ki67 can be used in the routine of differentiation between T-zone
lymphomas and high-grade lymphomas of immunophenotype T since they are
diseases with different prognoses and distinct treatments.

KEY WORDS: dog, T-zone lymphoma, Golden Retriever, immunohistochemistry.



xiii

LISTA DE TABELAS

Pagina

TABELA 1. Marcagado, clone, diluicdo, recuperagdo antigénica e fabricante dos
marcadores utilizados para a caracterizagao imunoistoquimica do Linfoma de Zona T

B GBS, ...ttt e e e e ae s 11
TABELA 2. Padrao racial dos caes diagnosticados com Linfoma de Zona T............ 14

TABELA 3. Principais sinais clinicos, alteracbes de exame fisico e laboratoriais em

caes diagnosticados com Linfoma de Zona T..........ueuuiiiiiiiiiiiieee 15

TABELA 4. Analise estatistica do marcador de proliferacao celular Ki67 em Linfomas

de Zona T e Linfomas de A0 GraU..........ceeeee e 17

TABELA 5. Analise estatistica de Sobrevida Global, Especifica e Tempo Livre da

Doencga de caes diagnosticados com Linfoma de Zona T............ccoovviiiiiiiiiccceeennn. 17



Xiv

LISTA DE FIGURAS

Pagina

FIGURA 1. Fotomicrografia de corte histolégico de linfonodos caninos
imunomarcados com CD45, visualizados em objetiva de 40x . (a) Linfoma de Zona T.

(b) LINfOMa d€ AITO GraU.......ueiieeee it e e e e e e aeaaaas 16

FIGURA 2. Fotomicrografia de corte histolégico de linfonodos caninos
imunomarcados com Ki67, visualizados em objetiva de 40x . (a) Linfoma de Zona T.
(b) LINfOMa d€ AITO GraU.......uuiieeee ittt e e e e e aeaaaas 16



Xv

ANEXO

Pagina

ANEXO 1. Questionario enviado aos Veterinarios colaboradores através da

Plataforma Google FOrMS® .........ccooiiiiiiiiiii e 24



1. INTRODUGAO

O linfoma é considerado a principal neoplasia hematopoiética em caes,
todavia, na Medicina Veterinaria, ainda ha inumeras dificuldades em se categorizar
os diferentes subtipos e com isso antecipar seu comportamento biolégico. A maioria
dos linfomas caninos sado considerados de alto grau e ha uma estimativa de que os
linfomas de baixo grau representam menos de 30% da casuistica.

O linfoma de zona T é o linfoma indolente mais comum na espécie canina,
representando em torno de 15% de todos os linfomas, com notavel predilegdo por
caes da raca Golden Retriever. Tem um curso clinico lento, assim como sua
resposta ao tratamento quimioterapico, mas mesmo assim os cdes acometidos
apresentam uma longevidade importante.

Devido ao curso clinico ser lento e pouco agressivo, em comparagao aos
demais linfomas T, deve-se adotar um tratamento direcionado a ele. Desta forma, é
premente que se estabelega o diagndstico adequado do linfoma de zona T, tendo
em vista que ao exame citologico o linfoma de zona T pode ser confundido com uma
reacdo paracortical hiperplasica, tornando-se imprescindivel o exame
histopatoldgico, além de outros métodos.

Ao exame histopatolégico, mesmo em estagios mais avangados, o linfoma de
zona T pode ser ndo reconhecido como uma neoplasia devido seu tipo celular ser
semelhante a célula madura e a escassez de figuras de mitose, tornando a
imunoistoquimica uma ferramenta importante na diferenciacdo de um processo
reacional.

Um achado importante é que a citometria de fluxo os linfomas de zona T nao
apresentam expressdao do marcador pan-leucocitario CD45, comum a maioria dos
demais linfomas. No entanto, o exame de citometria de fluxo é pouco acessivel no
Brasil se comparado ao exame imunoistoquimico, realizado a partir de material
incluso em blocos parafinados.

Desta forma, a partir de um banco de amostras do linfoma de zona T,
pretende-se avaliar a expressao de marcadores empregando-se a imunoistoquimica
para facilitar a identificacdo desse tumor, contribuir com o direcionamento do

tratamento dos pacientes, dar maiores subsidios para o estabelecimento do



prognéstico dos animais e, adicionalmente, adquirir informagdes sobre o perfil

epidemiologico dos mesmos.

2. REVISAO DE LITERATURA

O linfoma é considerado a neoplasia hematopoiética mais frequente em caes
e representa um modelo de estudo para oncologia comparada do linfoma né&o
Hodgkin humano por haver similaridades em relagdo aos tipos histolégicos e
imunofendtipos mais frequentes. Valli et al. (2013) relatam que a prevaléncia
estimada de linfoma em cades € de 7 a 24% entre todos os canceres e pode
representar 83% de todas as neoplasias hematopoiéticas. Outros relatos apontam
para uma incidéncia média entre 20 a 107 casos para cada 100.000 caes, o que
representa entre 12 a 18% de todos os tipos de canceres nessa especie (Sayag et
al., 2017).

Linfoma é um termo genérico usado para se referir a uma doenga de carater
heterogéneo que abrange varios subtipos, com prognéstico variado, de acordo com
o grau de malignidade (Ponce et al.,, 2010). Embora o diagnéstico do linfoma, de
uma maneira ampla, parega ser relativamente simples, descrever seus diferentes
subtipos e antecipar seu comportamento biolégico pode ser desafiador (Aresu et al.,
2013). Sua classificacdo é baseada na apresentagédo clinica, morfologia celular,
graduacao, imunofenétipo e, eventualmente, na sua analise gendmica (Sayang et
al., 2017)

Assim como em humanos, diversos sistemas de classificagao
histopatolégica, baseados nos achados morfolégicos e imunofenotipicos, foram
propostos nas ultimas décadas na tentativa de caracterizar os linfomas de caes. O
objetivo principal dessas classificagbes € poder correlacionar os achados
histopatolégicos e imunofenotipicos com o comportamento biolégico da neoplasia,
visando obter informagdes a respeito do prognéstico e selecionar tratamentos

individualizados para essa neoplasia (Vezalli et al., 2009).



Na oncologia humana, a classificagao proposta pela Organizagao Mundial da
Saude (OMS) para linfomas ndo Hodgkin tem evoluido com o passar dos anos e
esse sistema foi adaptado para a medicina veterinaria (Valli et al., 2002), se
tornando o de maior aplicabilidade, por correlacionar critérios citomorfologicos,
imunofenotipicos e de apresentacdo clinica. Desta forma, permite a comparacao
entre os linfomas humanos e caninos, facilitando assim os estudos da oncologia
comparada (Vezalli et al., 2009).

Na medicina humana o objetivo comum dos oncologistas tem sido
estabelecer uma classificacdo para linfoma que possa estimar as respostas a
quimioterapia. Logo, no grupo de linfomas ndo-Hodgkin humano, ha varias doencgas
distintas, com sua propria relevancia prognostica, associada com respostas
caracteristicas a terapia e para cada qual um tratamento especifico € recomendado
(Jaffe et al., 2001).

A maioria dos linfomas caninos é considerada de alto grau, apresentando
comportamento biolégico agressivo, boa resposta a poliquimioterapia, porém
normalmente ndo duradouras, o que torna o progndstico desses linfomas reservado
com sobrevidas médias de 6 a 12 meses. Embora os linfomas de alto grau
representem cerca de 80-90 % dos casos de linfomas em céaes, estudos recentes
tém demonstrado que cerca de 10-20% dos linfomas em caes sao de baixo grau,
caracterizados por progresséo lenta, baixo indice mitético e tempos de sobrevida
mais longos (Flood-Knapik et al., 2011).

Linfomas de células T sdo um grupo heterogéneo de neoplasias de células
precursoras (imaturas) e periféricas (maturas). Apresentam uma grande variedade
quanto a apresentacgéao clinica, imunofenotipicas e morfologicas, tornando-os dificeis
de diferenciar de condigdes reativas e tumores de células ndo-T. Logo, a utilizagdo
de uma variedade de metodologias, incluindo a avaliagao histoldgica, citometria de
fluxo, citogenética e estudos moleculares sdo necessarios para o diagndstico de
linfomas do tipo T (Gorkzyka et al., 2002).

Os subtipos histopatologicos de linfomas indolentes que sdo descritos em
caes, segundo a classificagdo da OMS, incluem o linfoma de zona marginal, linfoma
folicular e o linfoma de células do manto, todos de imunofendtipo B, e o linfoma de
zona T, originado de linfocitos T (Flood-Knapik et al., 2011; Valli et al., 2013).



Embora a incidéncia desses linfomas em cées possa variar de 14,5 a 19,6%, sao
poucas as informagbes na literatura a respeito desse grupo de doengas nessa
espécie (Ponce et al.,, 2010; Valli et al., 2013), além de haver poucos dados
brasileiros sobre o assunto. Em um recente estudo conduzido por Jark et al. (2020)
com 203 casos de linfomas multicéntricos no Brasil, foi observado que 11,8% eram
linfomas de baixo grau, sendo o linfoma de zona T o tipo mais prevalente entre os
indolentes.

Clinicamente os linfomas indolentes normalmente envolvem os linfonodos
periféricos € o bago. Na apresentacdo multicéntrica/nodal € mais comum o
envolvimento de apenas um linfonodo ou uma regido, embora a apresentagao
generalizada também possa acontecer. Em relagdo a forma esplénica a
apresentacao nodular é mais frequente que o envolvimento difuso (Valli et al., 2013).

O linfoma de zona T é definido como um linfoma nodal de células T, no qual
as células neoplasicas se expandem para a regiao paracortical e medular, porém,
sem alterar a arquitetura do linfonodo nos processos iniciais (Valli et al., 2011). A
relativa alta frequéncia do linfoma de zona T em cées se contrapde a sua incidéncia
em humanos, no qual os linfomas foliculares parecem ser os mais frequentes.
Devido sua relativa raridade, pouco se sabe sobre seu curso clinico e tratamento em
pessoas (Flood-Knapik et al., 2011).

O linfoma de zona T é assim chamado devido a sua similaridade histoldgica
com a doenca de mesmo nome em humanos. Histologicamente o linfoma de zona T
humano é caracterizado pela infiltragao do tecido linfoide afetado por uma populacéo
uniforme de células de tamanho pequeno a médio, com um citoplasma abundante e
claro, com expansao da zona T existente. Em pessoas, o linfoma de zona T n&o é
uma classificagédo distinta, mas uma variagédo rara de uma categoria mais ampla de
linfomas de células T chamada de linfomas T periféricos ndo especificados (PTCL-
NOS), que inclui um numero de outras neoplasias sem uma categoria distinta (Seelig
et al., 2014).

Na forma nodal/multicéntrica, o linfoma de zona T é considerado o principal
linfoma indolente em céaes. Valli et al. (2011) identificaram em um estudo 16,4% de
linfomas indolentes, sendo 12,7% linfoma de zona T e 3,7% linfoma de zona

marginal. Flood-Knapik et al. (2012) constataram em 60 cdes que receberam o



diagndstico de linfoma indolente que o linfoma de zona T foi o subtipo mais
comumente encontrado (61,7%), seguido pelo linfoma de zona marginal (25%).

Os linfomas de zona T em cées apresentam caracteristicas epidemioldgicas
especificas por serem altamente prevalentes em Golden Retrievers e, devido sua
natureza indolente, uma sobrevida longa é estimada (Martini et al., 2015; Seelig et
al., 2014). Em um estudo americano sobre a doencga 44,4% dos casos de linfomas
de zona T ocorreram em cées dessa raga (Seelig et al., 2014). Embora nos EUA a
alta prevaléncia de linfoma de zona T seja relatada em Golden Retrievers, 0 mesmo
nao foi percebido em estudo europeu recente, sugerindo existirem diferengas na
epidemiologia e fatores genéticos associados ao desenvolvimento de LZT (Comazzi
et al., 2018).

Em relagdo ao diagnostico de linfomas multicéntricos em céaes, a citologia é
a ferramenta de triagem, por ser de baixo custo e menos invasiva. Apesar da maioria
dos linfomas caninos ser de alto grau e, portanto, mais facil de ser identificado
através do exame citologico, o diagnostico de linfoma indolente pode ser um desafio
para o cito patologista pela similaridade com processos reacionais. O exame
citolégico evidencia um padrao com alta prevaléncia de células linfoides pequenas,
com citoplasma claro e frequente aparéncia de espelho de méao (hand-mirror shape),
aspecto considerado sugestivo, embora ndo conclusivo, de linfoma de zona T.
Contudo, uma reacdo de hiperplasia paracortical ndo pode ser descartada
baseando-se apenas na avaliagéo citoldgica (Martini et al., 2013). Portanto, a busca
por outros métodos confiaveis de diagndstico é necessaria (Seelig et al., 2014).

Uma das técnicas amplamente utilizadas para diagnéstico de linfomas
indolentes nos EUA ¢é a citometria de fluxo, uma vez que é uma técnica rapida que
requer uma coleta de amostra minimamente invasiva e, como consequéncia, pode
ser mais aceita por tutores e clinicos em comparagao a técnica de histopatologia.
Além disso, muitos anticorpos tém sido reconhecidos para o processamento de
amostras caninas, portanto, atualmente a citometria de fluxo é frequentemente
utilizada para a imunofenotipagem dos linfomas caninos (Martini et al., 2013).

Os linfomas de zona T apresentam caracteristicas particulares nos exames
de citometria de fluxo, como a perda do marcador de pan-leucocitario CD45, como

relatado por Seelig et al. (2014) em 20 casos classificados histologicamente como



neoplasias de células T com perda da expressdao de CD45 e definidos como
linfomas de zona T. Nenhum caso CD45+ recebeu o mesmo diagnostico
histopatolégico. Da mesma forma, Martini et al. (2015) constaram em uma populagao
de 40 cédes com linfoma de zona T que todos também foram negativos para a
expressdao de CD45 empregando a imunoistoquimica. A perda de expressdo de
CD45 em 96,2% dos caes com diagndstico de linfoma de zona T também foi
observado por Martini et al. (2013).

CD45 é uma proteina tirosina fosfatase transmembrana que é usada para
identificar populagdes de leucdcitos. Esse antigeno desempenha varias fungdes
bioldgicas vitais, incluindo a regulagao de diferentes estagios de maturacéo, ativagao
e proliferacdo de linfocitos (Dahlke et al., 2004). A perda de expressdo do CD45
permite a célula T evadir-se da delecdo no timo ou do sinal de apoptose na periferia,
levando a uma eventual transformagao neoplasica (Seelig et al., 2014). A redugao
ou a auséncia de expressdao de CD45 é frequentemente observada em casos
pediatricos de leucemia linfoide aguda, em que é associado com progndstico
favoravel (Fogle et al., 2015). Acredita-se que a perda da expressdo de CD45 em
caes com linfoma de zona T esteja relacionada a mecanismos de resisténcia a
apoptose, uma vez que a molécula de galectina se liga no receptor CD45 durante os
processos de inducdo de morte celular programada (Martini et al., 2015). Outros
estudos demonstram que a perda completa de expressdo de CD45 esta associada a
malignidade em desordens proliferativa de células T em humanos (Fogle et al.,
2015).

Em contrapartida, em um estudo para caracterizar o imunofendtipo de
linfomas esplénicos indolentes de células B em cées, desenvolvido por Stein et al.
(2019), foi observado a expressao do marcador pan-leucocitario CD45 em todas as
38 amostras testadas, sendo 28 de linfoma de zona marginal e 10 de linfoma de
zona do manto, indicando que linfomas indolentes do tipo B nao perdem a
expressao deste marcador. Porém, a perda do marcador CD45 € comumente
reportada em linfoma de células B imaturas e em leucemias linféides agudas em
pacientes pediatricos e adultos humanos (Parachini-Winter et al., 2018).

Além de perfil de marcacio aberrante para a molécula CD45, os linfomas de

zona T apresentam outras marcagdes alteradas para marcadores de linfécito T,



como a co-expressao de CD4 e CD8, ou até a auséncia de marcagao para ambas as
moléculas no exame de citometria de fluxo que auxiliam o diagndstico. (Seelig et al.,
2014). Seelig et al. (2014) observaram em 20 c&es com linfoma de zona T que 9
(45%) animais eram CD8+, 3 (15%) eram CD4+ e 8 (40%) eram CD4- e CD8-. Em
outro estudo, Martini et al (2015) observaram em uma populagdo de 51 caes com
linfoma de zona T que, 20 (39,2%) casos eram CD8+, 17 (33,3%) eram CD4 e CD8
negativos, 8 (15,7%) eram CD4+, 4 CD4 e CD8 positivos e 2 (3,9%) casos se
apresentaram como CD45-, porém positivos para CD4 e CD8.

Apesar do perfil de marcagdo dos linfomas de zona T estarem bem
consagrados na citometria de fluxo, ndo ha muitas informagdes a respeito desses
marcadores nas reagdes de imunoistoquimica. Histopatologia e imunoistoquimica
sdo mandatdrias para esclarecer a diferenga entre linfomas de baixo-grau e reagdes
hiperplasicas em linfonodos (Martini et al., 2013).

A imunoistoquimica € uma técnica que permite a visibilizacdo e a localizacao
de um antigeno in situ, em cortes histolégicos processados de forma rotineira, ou
seja, em material fixado em formol e incluido em parafina, bem como em tecidos de
congelagcao e preparados citolégicos. Anticorpos para uma proteina especifica séo
aplicados no tecido, geralmente seguido por um anticorpo secundario de uma
espécie diferente do paciente ou do anticorpo primario. (Amorim et al., 2016; Avery
et al., 2013).

A vantagem desta técnica é a visibilizacdo da reagdo com o antigeno
pesquisado e sua localizacdo no tecido, o que difere dos métodos que tem a
capacidade de determinar a presenga do antigeno e quantifica-lo (p.ex., citometria
de fluxo, Western blot), sem, contudo, conhecer o tipo celular que o expressa
(Amorim et al., 2016).

A imunoistoquimica é particularmente importante na subclassificacdo dos
linfomas. A classificacdo dos linfomas da OMS de 2008 descreve mais 40
enfermidades proliferativas (linfoma e leucemia) em humanos. Todas as
subclassificagbes se iniciam com o fenotipo (células B versus T) e os anticorpos
utilizados para determinar a origem B ou T do linfoma em amostras fixadas em
formalina sdo o anti-CD3 (identifica células T) e diversos anticorpos que identificam
células B, incluindo CD79a, Pax5 e CD20 (Avery et al., 2013).



Além do imunofendtipo, a proliferagcao celular relacionada com as neoplasias
tém sido amplamente estudada por mostrar boa correlagdo com o comportamento
bioldgico destes tumores, além de adicionar informagdes que orientam o tratamento
e o prognostico. Ha muitos métodos para a avaliagdo da proliferagcédo celular, entre
estes estdo as técnicas histoquimicas para a contagem de AgNORs (Argyrophil
Nucleolar Organizer Regions) ou ainda a avaliagao imunoistoquimica, utilizando-se a
marcagao do antigeno Ki67 (MIB-1) (Suzano et al., 2008).

Utilizando-se a imunoistoquimica é possivel determinar a taxa de proliferacéao
celular através de anticorpos monoclonais que reconhecem epitopos de antigenos
expressados por células em proliferacdo. A identificacdo de algumas proteinas
presentes somente em células em proliferacdo trouxe novas perspectivas nos
estudos da proliferagdo celular, onde a grande vantagem é que a atividade
proliferativa pode ser mensurada sem a perda da integridade tecidual, o que
possibilita a analise histolégica simultdnea e a diferenciacdo entre as células
tumorais e n&o tumorais (Bacchi e Gown., 1993).

O Ki67 € uma proteina nuclear ndo histona ligada a replicagao, expressa em
todas as fases do ciclo celular, exceto GO (repouso) e tem sido reportada como um
importante marcador prognéstico de linfoma néo-Hodgkin humano. O anticorpo
monoclonal do camundongo (denominado clone MIB-1) contra o antigeno KI67 tem
sido aplicado como um marcador de proliferacédo celular util em muitas neoplasias no
homem e nos animais (Kiupel et al., 1999).

A propor¢cao de células em proliferagcdo no linfoma nao-Hodgkin, como
estabelecido in situ pela expressdo do antigeno Ki67, tem valor progndstico na
oncologia humana e ¢é fortemente relacionada com os diferentes graus de
malignidade (Fournel-Fleury et al., 1997). Da mesma forma, na espécie canina a
quantificacdo do antigeno Ki67 nos diferentes grupos de linfomas pode resultar em
aumento da acuracia das classificagbes da doenga. Alguns autores relatam
correlagdes positivas entre a proporcdo de células marcadas positivamente pelo
Ki67, morfologia celular, o imunofendtipo e o grau de malignidade das neoplasias
(Fournel-Fleury et al., 2002; Suzano et al., 2008).

A avaliagdo do indice de Ki67 em linfomas ndo-Hodgkin em caes pode ser

importante para determinar a variabilidade individual da fragdo de crescimento em



diferentes subtipos de linfomas, além de apresentar boa correlagao na classificagao
de linfomas em alto e baixo grau em caes (Fournel-Fleury et al., 1997). Em linfomas
indolentes, a média de marcacgao de Ki67 foi de 20,95% (x17.3) e de 17,6% (£ 12.1)
em linfomas de zona T. Entretanto, o KI67 ndo mostrou ter valor prognostico em
linfomas de alto grau em caes (Flood-Knapik et al., 2012).

Apesar de atualmente o perfil por citometria de fluxo estar bem caracterizado
no diagnostico dos linffomas de zona T, a disponibilidade da realizagdo desse exame
no Brasil ainda n&o é rotina na maioria dos locais devido a custo e logistica (uma vez
que apos a coleta da amostra para citometria de fluxo, o processamento deve ser
realizado em um periodo maximo de 24-48 horas). Desta forma, um perfil
diagnostico que possa ser realizado através da imunoistoquimica pode auxiliar no
diagnostico do linfoma de zona T e colaborar com o oncologista no direcionamento
do tratamento dos pacientes.

Diferentes estudos tem mostrado a importdncia da utilizacdo da
histopatologia e da imunoistoquimica para confirmar o diagnostico do linfoma de
zona T e caracterizar a doenga de forma mais precisa e, deste modo, evitar
overtreatment (Martini et al., 2013). Além das diferengas em relagcao as formas de
tratamento, os linfomas de zona T apresentam progndsticos melhores quando
comparados aos linfomas de alto grau, sendo assinaladas em caes, médias de
sobrevida de 33,5 meses, em que caes tratados com protocolo de poliquimioterapia
a base de CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona) tiveram
uma sobrevida média de 15,4 meses, enquanto cdes que foram tratados com
clorambucil e prednisona n&o atingiram a média (mais de 50% ainda estavam vivos)
(Flood-Knapik et al., 2012).
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3. MATERIAIS E METODOS

O projeto foi aprovado pela CEUA — Comissdo de Etica no Uso de Animais
FCAV - Jaboticabal, sob o protocolo n° 017222/18 e desenvolvido em parceria com
o Laboratério VETPAT, situado em Campinas — SP, tendo como colaborador o Dr.

Felipe Sueiro.

3.1. SELEGAO DOS CASOS

Foram levantados 39 registros histopatologicos e imunoistoquimicos de
linfoma multicéntrico de zona T entre janeiro de 2017 e dezembro de 2019 dos
arquivos do laboratério VETPAT — Campinas.

Dos 39 blocos parafinados utilizados para os exames imunoistoquimos, 28
estavam armazenados no laboratério VETPAT. Os demais blocos enviados por
laboratorios de patologia animal apenas para analise imunoistoquimica no
laboratério VETPAT ja haviam sido devolvidos aos laboratérios de origem. Desta
forma, considerando os 39 registros histopatolégicos e imunoistoquimicos inicial, foi
possivel a realizagdo do exame imunoistoquimico para o marcador anti-CD45 em 28
amostras e, para o marcador de proliferacdo celular Ki67, o exame de
imunoistoquimica foi realizado em 37 amostras. Para os marcadores anti-CD3 e anti-

CD79a, todas as amostras foram testadas.

Adicionalmente, foram selecionadas 21 amostras de linfomas de alto grau que
tiveram o marcador de proliferagdo celular Ki-67 avaliados, a fim de se ter um
parametro comparativo entre o indice de proliferacdo de linfomas indolentes e de
alto grau.

Aos Veterinarios responsaveis pelos casos de caes com o diagndstico de
linfoma de zona T, foram solicitados os dados de resenha dos respectivos caes
como raga, sexo, idade e procedéncia dos animais, assim como as seguintes
informacdes dos prontuarios dos caes: sinais clinicos, local e numero de linfonodos

acometidos, alteragbes clinicas presentes, envolvimentos de outros 6érgaos,
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linfocitose no momento do diagnédstico, tratamento empregado, curso clinico da
doenca, sobrevida e tempo livre da doenca

Esses dados foram enviados via formulario da plataforma Google Forms®
(Anexo 1).

A sobrevida global (relacionada ou ndo a doencga) e a especifica (relacionada
apenas a doenga) foi considerada desde o dia do diagndstico até a data do ébito, ou
se ainda vivo, do ultimo contato informado pelo veterinario. O tempo livre da doenga
foi definido a partir da remissdo da doenga até a data do ultimo contato com o
veterinario responsavel pelo caso quando o animal permanecia vivo.

Por fim, os dados obtidos foram arranjados em planilhas, tabulados e

submetidos a analise estatistica.

3.2 MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS

O imunofendtipo e o indice de proliferacédo celular foram obtidos por meio do
exame de imunoistoquimica, conforme a técnica descrita por Flood-Knapik et al.
(2012). Os marcadores imunoistoquimicos para os propostos estabelecidos foram
extrapolados dos atualmente utilizados na técnica de citometria de fluxo, sendo eles:
marcador para linfécitos do tipo B CD79a, marcador de linfocitos do tipo T CD3,
marcador pan-leucécitos CD45 e marcador de proliferagao celular Ki67, conforme
descrito na Tabela 1.

TABELA 1. Marcagao, clone, diluicdo, recuperagdo antigénica e fabricante dos
marcadores utilizados para a caracterizagao imunoistoquimica do Linfoma de Zona T
de caes.

Marcadores Marcacao Clone Diluicao Recup. Fabricante
Antigénica
CD3 Linfécitos T F7.2.38 1:300 Citrato DAKO
CD45 Pan-leucocitario MCA20356 1:300 Citrato BIO-RAD
CD79a Linfocitos B JCB 117 1:100 EDTA DAKO
Ki67 Proliferagao MIB-1 1:300 EDTA DAKO
celular

Nas reacdes de imunoistoquimica foram utilizados o sistema de detecgao livre

de biotina (REVEAL®). Resumidamente, os cortes de tecido com 3 estendidos em
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laminas foram desparafinizados, reidratados e, entdo, incubados por vinte minutos
em uma solugcdo a 5% de perdxido de hidrogénio e metanol absoluto (Synth®),
seguindo as instru¢gdes do fabricante, para bloqueio da peroxidase enddégena. Na
sequéncia, foi realizada a recuperagédo antigénica pelo calor (Panela de Presséao,
Pascal - Dako North America, Carpinteria, CA) a 90°C, por 30 minutos. Apds essa
etapa, os cortes foram lavados por trés vezes em solucdo tamponada com fosfatos
(PBS) 0,01M (pH 7,2), por 5 minutos. Os sitios inespecificos foram bloqueados com
solugdo bloqueadora de reacgao inespecifica (Reagente do kit Reveal Spring
Biosciences, Pleasanton, CA — Cod SPD-125®). Ato continuo, os cortes foram
recobertos com o anticorpo primario na diluicdo padronizada e, entdo incubados a
27°C por 2 horas, em temperatura ambiente. Depois os cortes foram novamente
lavados em PBS e incubados com o anticorpo secundario (Kit/Flex da Dako®),
conforme instrucbes do fabricante, em temperatura ambiente. As laminas foram
novamente lavadas, e a reagdo revelada pelo substrato cromogénico
diaminobenzidina (DAB Novolink, Leica Byosistems, Newcastle, UK).

A seguir, a reacdo foi interrompida com a lavagem das laminas em agua
destilada, e feita a contra-coloragdo com hematoxilina de Harris (Easypath, Séo
Paulo — SP) (1-2 minutos). Cada reagao foi acompanhada por controle positivo e
negativo. Uma amostra de linfoma canino sabidamente marcada pelo anticorpo
utilizado foi usado como controle positivo. O controle negativo foi obtido a partir da
substituicdo dos anticorpos primarios por solucéo diluente.

A interpretacao dos resultados das reacdes foi realizada sob microscopia de
luz, na objetiva de 40x. O marcador Ki67 foi avaliado de forma quantitativa, em
porcentagem a partir da contagem de 500 células em campos com maior numero de
células marcadas (hotspot). A porcentagem de Ki 67 nos linfoma de zona T foi
comparada com os valores obtidos em um grupo de linfomas de alto grau.

Os demais marcadores foram avaliados de forma qualitativa e
compartimentais junto ao tecido linfoide, avaliando a sua marcacdo ou ndo nas

amostras processadas pela técnica de imunoistoquimica.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada estatistica descritiva para apresentagdo dos resultados clinico-
patoldégicos, bem como tempo livre da doenga, tempo de sobrevida global e tempo
de sobrevida médio.

Para analise da porcentagem do Ki67 nos dois grupos de linfoma, as variaveis
foram submetidas a analise de variancia para um delineamento inteiramente ao
acaso e com nivel de significancia de 5%. Nas comparagdes das médias, utilizou-se
o teste t (nivel de significancia = 0,05). Para essas analises foi utilizado o programa

computacional GraphPad Prism v. 8.0.1.
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5. RESULTADOS

Dos 39 caes com diagnostico de linfoma de zona T, 29 (74%) eram originarios
da regido Sudeste brasileira, sendo dois do estado de Minas Gerais, sete do estado
do Rio de Janeiro e 20 do estado de Sao Paulo. A regido Sul do Brasil foi
representada com 7 casos, sendo um do estado do Parana, dois de Santa Catarina
e quatro do Rio Grande do Sul. Regidao Centro Oeste (Goias) e Norte (Amazonas),
apresentaram um caso cada e, por fim, um caso era oriundo do Distrito Federal
(Brasilia).

Dezoito desses caes eram machos (46%) e 21 fémeas (54%). No momento
do diagndstico, a idade média dos animais acometidos foi de 8 anos e 10 meses,
variando entre 6 e 15 anos.

Dentre as 39 amostras, 12 racas diferentes foram relatadas. A raca com o
maior numero de casos foi o Golden Retriever, compreendendo 17 (44%) animais,
seguido pelo Shih-tzu (n=5; 13%), Boxer (n=3; 8%), Buldogue Francés (n=3; 8%),
Pinscher (n=2; 5%), Teckel (n=2; 5%), Sem raca definida (n=2; 5%) e demais ragas
(Cocker Spaniel, Chihuahua, Lhasa-apso, Schnauzer e Pit Bull) com um animal de

cada, conforme a Tabela 2.

TABELA 2. Padréo racial dos cées diagnosticados com Linfoma de Zona T

Raca N %
Golden Retriever 17 44
Shih-tzu 5 13
Boxer 3 8
Buldogue Francés 3 8
Pinscher 2 5
Teckel 2 5
Sem Racga Definida 2 5
Cocker Spaniel 1 3
Chihuahua 1 3
Lhasa-apso 1 3
Schnauzer 1 3
Pitbull 1 3

Foram recebidas 23 respostas dos 39 questionarios enviados, pela plataforma

Google Forms®, sobre os dados clinicos dos animais envolvidos no projeto.
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Como previsto, a alteracdo clinica mais comumente relatada foi a
linfoadenomegalia, sendo esta generalizada em 12 (52%) cées, regional em sete
(30%) e localizada, em quatro (17%) pacientes. Os linfonodos mandibulares foram
0s mais acometidos, sendo esta informagéo relatada em 17 casos (74%). Outras
alteracbes clinicas como apatia (n=3; 13%), dispneia (n=1; 4%), febre (n=1; 4%),
hiporexia (n=1; 4%), anorexia (n=1; 4%), diarreia (n=1; 4%) e emagrecimento (n=1;
4%) também foram relatadas. O envolvimento de outros 6rgdos como o bago (n=2;
9%), pulmdes (n=1; 4%), pele (n=1; 4%) e trato gastrintestinal (n=1; 4%) foi relatado
em quatro (17%) animais e sete (30%) animais apresentavam linfocitose no

momento do diagndstico (Tabela 3).

TABELA 3. Principais sinais clinicos, alteragdes de exame fisico e laboratoriais em
caes diagnosticados com Linfoma de Zona T.

Variavel Clinica N %
Linfadenomegalia Generalizada 12 52
Regional 7 31
Nodal 4 17
Sinais Clinicos Dispneia 3 13
Apatia 1 4
Febre 1 4
Hiporexia 1 4
Anorexia 1 4
Diarreia 1 4
Emagrecimento 1 4
Alteracao Laboratorial Linfocitose 7 30

Todas as amostras foram imunomarcadas pelo anticorpo anti-CD3 e
negativas para o marcador de linfocito B (CD79a), confirmando o imunofendtipo T
das amostras analisadas.

O marcador pan-leucocitario CD45 foi testado em 28 das 39 amostras e todas

foram negativas para este marcador (Figura 1).
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Figura 1. Fotomicrografia de corte histologico de amostras de linfoma de céaes
imunomarcados com CD45, visualizados em objetiva de 40x . (a) Linfoma de Zona T.
(b) Linfoma de Alto Grau.

O marcador de proliferacéo celular Ki67 foi avaliado em 37 (95%) dos 39
casos de linfoma indolente de zona-T selecionados, apresentando um indice de
marcagcao meédio de 12,64% (+ 7,49). Este mesmo marcador de proliferagao,
avaliado nos 21 casos de linfomas de alto grau, apresentou indice de marcagéao
médio de 76,90% (+ 13,27) (Figura 2 e Tabela 4).

FIGURA 2. Fotomicrografia de corte histolégico de linfonodos tumorais caninos
imunomarcados com Ki67, visualizados em objetiva de 40x. (a) Linfoma de Zona T.
(b) Linfoma de Alto Grau.
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TABELA 4. Analise estatistica do marcador de proliferacao celular Ki67 em Linfomas
de Zona T e Linfomas de Alto Grau

Ki67 (%) Média (%) Mediana
Linfomas de Zona T 12,6 (7,49) 10 (5-40)
Linfomas de Alto Grau 76,90 (13,27) 80 (45-90)

O tratamento quimioterapico foi realizado em 16 (70%) dos 23 casos. Varios
protocolos quimioterapicos foram utilizados, sendo o clorambucil e prednisona o
tratamento mais frequente (n=7, 44%). Outros protocolos como CHOP
(ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona) e lomustina fizeram parte do
tratamento de quatro (25%) e cinco (31%) caes, respectivamente.

Oito cées morreram ou foram eutanasiados até o final do estudo. Quatro caes
vieram a oObito, supostamente por causas relacionadas a evolugdao da doenca.
Outros trés caes morreram por causas nao relacionadas a doenga e um cao veio a
obito por causa desconhecida.

A média da sobrevida global dos 8 caes que vieram a o6bito foi de 256 dias (+
179) enquanto a média de sobrevida especifica, levando em consideragéo apenas
0s caes que vieram a obito em decorréncia da doenga, foi de 334 dias (+ 226). O
tempo livre da doenga avaliado ao fim da pesquisa, em maio de 2020, foi de 565
dias (£ 285) (Tabela 5).

TABELA 5. Analise estatistica de Sobrevida Global, Especifica e Tempo Livre da
Doenca de caes diagnosticados com Linfoma de Zona T

Dias Média (%) Mediana

Sobrevida Sobrevida Global 236 (179) 196 (107-610)
Sobrevida Especifica 334 (226) 310 (107-610)

Tempo Livre da Doencga 565 (285) 478 (163-1012)
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6. DISCUSSAO

O linfoma de células T compreende um amplo espectro de doengas com
comportamento bioldgico variavel e distintas respostas ao tratamento. Em meio a
este grupo estd incluso o linfoma de zona T. Estima-se que o linfoma de zona T é
relativamente comum, compreendendo entre 3-12% dos linfomas caninos e 60% dos
linfomas indolentes em caes. Entretanto, até o momento, poucos estudos tém
descrito as apresentagdes clinicas de caes com linfoma de zona T (Flood Knapik et
al., 2012; Martini et al., 2013; Seelig et al., 2014).

No presente estudo, a média de idade dos cades no momento do diagndstico
foi de 8,8 anos, condizente com a observada em outros linfomas de células T e,
corrobora com dados anteriores de Valli et al. (2006) e Mizutani et al (2016), que
mostraram que a média de idade de caes com esta doenca foi de 8,9 e 8 anos,

respectivamente e parece nao haver predilecao de género para o linfoma de zona T.

O presente estudo mostrou que o Golden Retriever (n=17, 44%) também foi a
raga mais acometida dentre os cades diagnosticados com linfoma de zona T. De
modo igual, um estudo norte-americano mostrou que, nove dos 22 caes acometidos
eram da mesma racga, totalizando 45% dos casos (Seelig et al, 2014).
Corroborando, Mizutani et al. (2016) relataram que trés quartos dos caes acometidos
por linfoma de zona T no Japao eram da raga Golden Retriever (n=9, 56%) e Shih-
tzu (n=3, 19%). Também Harris et al. (2017) observaram maior prevaléncia da raca
Golden Retriever (n=4, 33%) em 12 cées diagnosticados com linfoma de zona T nos
Estados Unidos. No Brasil, Jark et al. (2020) relataram um total de 18 animais
diagnosticados com linfoma de zona T, onde 8 (44,4%) eram da ragca Golden
Retriever.

Observando essas informagdes em conjunto, pode-se inferir que algum fator
genético contribua para aumentar o risco de linfoma de zona T nessa raga. Fato que
se repete, em caes criados em paises diferentes, como no caso de, Golden
Retrievers brasileiros, norte-americanos e japoneses, que poderiam descender de

uma mesma linhagem genética. Todavia, nenhum cado da raga Golden Retriever foi
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diagnosticado com linfoma de zona T em um estudo conduzido na lItalia, por Martini
et al. (2015).

A segunda raca mais frequentemente acometida em nosso estudo foi o Shih-
tzu, compreendendo um total de 5 animais (17%). Resultado condizente com os de
Seelig et al. (2014) e Mizutani et al. (2016), que apontam o Shih-tzu a segunda raca
mais acometida por linfoma de zona T apds o Golden Retriever. Outros estudos
também incluem os Shih-tzu entre as ragas mais acometidas. Flood-Kanpik et al.
(2013) e Harris et al. (2017) os listam como a terceira ragca mais acometida e a
quarta para Martini et al. (2015). Esses resultados evidenciam que esta raga
também deve receber maior atengdo quanto ao diagnédstico de linfoma, ja que sao

comumente acometidas por linfomas indolentes.

Na abordagem clinica inicial, a alteragdo mais relatada segundo as respostas
obtidas através do questionario da plataforma Google Forms® foi a linfadenomegalia
generalizada (n=12, 52%), seguida pelas linfadenomegalia regional (n=7, 31%) e
nodal (n=4, 17%). Valli et al. (2006), também observaram linfadenomegalia em todos
os 10 (100%) casos de linfoma de zona T, sendo 4 (40%) de forma generalizada, 4
(40%) envolvendo apenas um linfonodo e 2 (20%) com o envolvimento de 2
linfonodos. Mizutani et al. (2016) também relataram que a linfadenomegalia
generalizada foi encontrada em todos os casos de linfoma de zona T (n=16, 100%)
envolvidos na pesquisa. Da mesma forma, Harris et al. (2017) observaram que 8
caes (75%) com o diagnéstico de linfoma de zona T na lingua apresentavam
linfadenomegalia (um ou mais linfonodos) no momento da avaliagdo clinica inicial.
Desta forma, a linfadenomegalia se mostra uma alteragao clinica prevalente neste

tipo de linfoma.

A linfocitose no momento do diagnostico do linfoma de zona T ndo se mostrou
prevalente neste estudo, foi uma alteragdo laboratorial relatada em sete (30%) das
23 respostas da plataforma Google Forms®. Contudo, Flood-Knapik et al. (2013)
relataram linfocitose em 47,5% dos caes no momento do diagndstico de linfoma de
zona T e Seelig et al. (2014) em 53%, indicando que esta alteragéo, juntamente com

a linfadenomegalia, sdo achados consistentes em linfomas de zona T, além de
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indicarem um estadiamento mais avancado da doenca e, entretanto, parece néao

indicar um curso mais agressivo da doenca.

No presente estudo, as 39 amostras de linfonodos acometidos por linfoma
foram testadas para os marcadores anti-CD3 e anti-CD79a e, todas foram positivas
para anti-CD3 e negativas para anti-CD79a. Anteriormente, Valli et al. (2006), ja
haviam registrado reatividade na citometria de fluxo com o mesmo marcador em

90% (n=9 das amostras de linfoma de zona T.

No estudo em tela, foi constatado que 28 (100%) amostras submetidas ao
exame imunoistoquimico para o marcador anti-CD45 testaram negativo,
corroborando com estudos que obtiveram resultados semelhantes, porém, utilizando
a citometria de fluxo para este marcador (Seelig et al., 2014; Mizutani et al., 2016;
Hughes et al., 2016).

O linfoma de zona T parece exibir um fendtipo unico em que os linfocitos T
neoplasicos nao expressam o antigeno pan-leucocitario CD45, permitindo um
diagnostico confiavel pela imunofenotipagem. CD45 é uma fosfatase tirosina com
uma fungdo complexa na regulagao da sinalizagc&o através de receptores de células
T e na regulagdo da ativagdo de receptores de citocinas. Um possivel mecanismo
interligando a auséncia do CD45 com linfoma de células T € a ligacao de superficie
do CD45 pela galectina em ambos os linfocitos T, imaturos (timico) e ativados,
induzindo a apoptose. A perda da expressdo do CD45 deve permitir as células T
evitarem a delecdo no timo ou a evasao da apoptose, acarretando em uma eventual

transformacao neoplasica (Seelig et al., 2014).

Apesar da perda da expressao de CD45 ser uma caracteristica dos linfomas
de zona T, recentemente, Parachini-Winter et al. (2018) publicaram um caso de
linfoma T periférico de alto grau, em cdo, com perda de CD45 na analise de
citometria de fluxo, evidenciando a necessidade da avaliagdo conjunta dos dados
clinicos, morfolégicos, indices de proliferagado e achados de imunofenotipagem para

concluséo diagnostica.

Apesar do Ki67 ser um marcador imunoistoquimicos ja bem consolidado na
medicina veterinaria, existem poucos dados da sua aplicacdo em linfomas no que se

refere a valores de corte, principalmente em linfomas indolentes. O presente estudo
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revelou uma diferenca significativa entre os valores de Ki67 no linfoma de alto grau
76,90%, (x 13,27) e baixo grau 12,64% (+7,49). indices que corroboram aos que
Flood-Knapik et al. (2012) observaram na média de marcagao de Ki67, também
através de imunoistoquimica, em 20,95% (£17,3) dentre 50 linfomas indolentes
testados, envolvendo linfomas foliculares, linfomas de zona marginal e linfomas de
zona T. Nesse estudo, a média de marcacgao Ki67 em linfomas de zona T foi 17,6%
(£12,1), menores que as médias de linfomas de zona do manto e linfomas foliculares

que apresentaram as médias de marcagéo de 20% (+9,6) e 59,9% (£28,5).

O indice de proliferacdo dado pela reatividade de Ki67 no linfoma de zona T
no presente estudo foi baixo em comparagéo aos de alto grau, o que corrobora com
a provavel mecanismo da doenca, relacionado principalmente ao atraso na apoptose

ao invés do aumento da proliferagéo celular.

O estabelecimento de referéncias consistentes a respeito dos valores de corte
da porcentagem de marcacgao de Ki67 entre linfomas indolentes e linfomas de alto
grau é de grande importancia, principalmente na rotina de patologistas veterinarios.
Muitas vezes pode ndo ser possivel diferenciar linfomas de alto e de baixo grau
apenas pela analise morfolégica das amostras, sendo essa informagao fundamental
no estabelecimento de diagndstico assertivo, para que o clinico oncologista possa

definir um melhor plano terapéutico e progndstico da doenga.

Nesta pesquisa, a sobrevida global foi de 8 meses e a sobrevida especifica foi
de 10 meses, tempo inferior em relagcdo a outros relatos, podendo indicar que o
diagnostico pode ter sido feito num momento mais tardio da doenga, ja que o linfoma
de zona T apresenta maior sobrevida quando comparado a outros linfomas do tipo
T, evidenciando o carater indolente da doencga. Sobrevida média de 21 meses foi
reportada por Seelig et al. (2014) e 22.5 e 33 meses foram registradas nos estudos
de Valli et al. (2006) e Flood-Knapik et al. (2013) respectivamente. Martini et al.
(2015) observaram sobrevida global de 760 dias (15-1150 dias) e sobrevida
especifica de 180 dias (15-760 dias) em 26 caes diagnosticados com linfoma de

zona T.

Em nosso estudo, apenas uma pequena porcentagem de animais veio a obito

(8/23) tanto por causas relacionadas a doencga (n=4, 50%) quanto por outras causas
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(n=4, 50%). Dessa forma, o estabelecimento de uma sobrevida global e especifica
pode nao representar a realidade existente, ja que a maioria dos animais (15/23,
65,2%) permaneceram vivos até o final do estudo, evidenciando a caracteristica de

sobrevida longa de caes com linfoma de zona T.

Uma das limitagdes do presente estudo foi o fato de termos concebido realizar
uma analise retrospectiva com a dependéncia de respostas do questionario
formulado para obtencdo de dados, pois a baixa adesdo de colegas pode ter
prejudicado uma analise mais concreta. Embora esta pratica seja comum em paises

de primeiro mundo, no Brasil ainda é incipiente.
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7. CONCLUSOES

Os resultados destes estudos, nas condigdes metodoldégicas empregadas

mostram que:

— Na populagdo amostral brasileira estudada, o Golden Retriever foi a raca de

caes mais acometida pelo linfoma de zona T.

— A imunoistoquimica foi util para evidenciar a perda da marcagao do anticorpo
anti-CD45 nos linfomas de zona T, se mostrando uma boa ferramenta

diagndstica.

— O baixo indice de proliferacdo de Ki67 em linfomas de zona T quando

comparado a linfomas de alto grau € um auxiliar no diagnostico diferencial.

— Caes com linfomas de zona T deste estudo também apresentaram sobrevida

mais longa, comprovando a sua natureza indolente.

Portanto, conhecer o perfil epidemiolégico de caes em territério brasileiro e a
caracterizagao imunoistoquimica, pode auxiliar no estabelecimento do diagndstico
dos animais acometidos pelo linfoma de zona T e facilitar o direcionamento do
tratamento dos pacientes, uma vez que esse tipo de linfoma apresenta carater

menos grave, necessitando de terapias menos agressivas.
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Questionario enviado aos Veterinarios colaboradores através da Plataforma Google

Forms®

e Secao1de?2

1. Identificagdo da Clinica Veterinaria (Nome e Cidade)

R:

2. |dentificagdo do Médico Veterinario Responsavel (Nome completo)

R:

3. Nome do Paciente
R:

4. Raca
R:

5. Idade
R:

6. Sexo
o Macho
o Fémea

7. Data do diagndstico (dia/més/ano)
R:

e Secao2de?2

8. Acometimento dos Linfonodos
o Unico

o Regiao de Linfonodo

o Generalizado

9. Qual linfonodo e/ou regido acometida?
R:

10. Havia envolvimento de outros 6rgaos?
o Sim
o Néo

11. Se ‘SIM’, qual 6rgao estava acometido?
R:




12. Havia linfocitose no momento do diagndstico?
o Sim

o Nao

o Nao sabe informar

13. O paciente apresentava alguma alteragao sistémica (febre, vémito, diarreia,
apatia, anorexia, etc.) relacionada a doenga?

o Sim

o Nao

14. Se ‘Sim’, quais alteracdes estavam presentes?
R:

15. Qual foi a opgao terapéutica utilizada?
o Sem tratamento, somente acompanhamento
o Quimioterapia

16. Qual protocolo quimioterapico foi utilizado?
R:

17. O animal esta vivo?
o Sim

o Nao

o Nao sabe informar

18. Se ‘Nao’, qual foi o motivo do 6bito?
o Relacionado a doenca

o Nao relacionado a doencga

o Nao sabe informar

19. Qual a data do 6bito do animal?
R:

25
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