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RESUMO

Os linfomas estdo entre as neoplasias mais
freqlientemente observadas no cdo. Do ponto de vista etioldgico,
epidemioldgico, clinico, morfolégico e imunofenotipico essa
neoplasia apresenta muitas semelhancas com os linfomas nao
Hodgkin humano. O presente estudo tem como objetivos
investigar as caracteristicas citomorfologicas (utilizando-se as
classificacbes de Kiel, Working Formulation e de FOURNEL-FLEURY
et al., 1994), imunofenotipicas (usando marcadores CD3, CD79a,
CD4 e CDB8), proliferacdo celular pela técnica citoquimica do
AgNor e frequéncia de danos do DNA por meio do teste do
cometa. Dos 53 casos estudados, predominaram os linfomas de
grau alto, independente da classificacdo utilizada. A frequéncia
de imunorreatividade para os linfomas de origem B
(CD79a+/CD3-) e de origem T (CD3+/CD79a-) foi a mesma
(41,5%). O imunofendtipo (CD4+CD8-) foi observado em 12
casos (22,64%) e do imunofenétipo (CD8+CD4-) em dez casos
(18,86%). O indice proliferativo determinado pelo método de
AgNor foi superior nos linfomas de grau alto nas variaveis
estudadas. O indice de dano do DNA avaliado pelo teste do

cometa nao se alterou quando foram considerados os graus de
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malignidade das neoplasias. No entanto houve correlacdo entre
os danos de DNA do sangue e os danos do DNA da massa

neoplasica no mesmo animal (P<0,05).

Palavras-chave: Linfomas caninos, imunoistoquimica, AgNor,

Teste do Cometa.
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ABSTRACT

Malignant lymphoma are one of the most common neoplasia of the dogs.
Several aspects like etiology, epidemiology, clinical signs, morphology and,
immunophenotipy are quite similar between human and canine non-Hodgkin’s
lymphomas. The aim of this study was to investigate the citohistomorphologic
grade (by Kiel, Working Formulation’s and Fournel-Fleury classifications),
immunophenotype expression (using CD3, CD79a, CD4 and, CD8 markers),
proliferation index (argyrophil nucleolar organizer regions [AgNOR ]) and the
DNA damage (Comet Test) in fifth three cases of canine lymphomas. The high
grade tumors predominate in the Kiel, Working Formulation’s and Fournel-
Fleury classifications. The frequency of T lymphomas (CD3+/CD79a-) and B
lymphomas(CD3-/CD79a+) was the same, 41,5% each one. Among the T
subtypes the CD4+/CD8- phenotype predominates, 22,64% (twelve cases)
and, while the CD4-/CD8+ phenotype was less common, 18,86% (ten cases).
The proliferation index determined by AgNOR method was larger in the high
grade lymphomas. DNA damage did not correlate with the Iymphoma
cytomorpological grade, but the blood DNA damage and tumoral mass DNA

damage shows correlation when compared in each animal (P< 0,05).

Key words: canine lymphoma, immunohistochemical, AQNOR, comet assay.
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“Amar-te é cultivar flores
Todo dia nascem
Cada dia fenecem.

Amar-te é cultivar flores
E renascer cada dia

Amar-te é cultivar flores

E servico de jardineiro

A construcdo desta casa
Nao é obra de arquitetos
Nao é obra de engenheiro.

Envolver a vida e vocé

Num s6 sentimento do mundo
Amar-te é cultivar flores

E um sentimento sem fundo.”

(Paulo Petrola)




“O que vemos, ndo é 0 que vemos, senao

aquilo que somos”

(Fernando Pessoa)
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢é caracterizado pela capacidade que as células
transformadas possuem de escaparem dos mecanismos de controle do
crescimento celular, invadirem os tecidos adjacentes e se espalharem
pelo organismo. O comportamento das células neoplasicas ¢é
determinado por alteracdes genéticas as quais conferem as essas
células a capacidade de ignorar os rigidos controles dos mecanismos de
crescimento. Entretanto, o comportamento agressivo das células
tumorais ndo somente refletem sua constituicdo genética mas também
sua interacdo com o hospedeiro, estabelecendo que o microambiente do
tumor é um fator regulador importante para o comportamento das

células (WALTERS, 1998).

Existem fortes evidéncias que o aparecimento de neoplasias nos
animais domeésticos vém aumentando significativamente. De acordo
com PRIESTER, (1980), dentre os fatores que contribuem para essa
incidéncia esta a maior expectativa de vida desses animais bem como o
estreitamento de lagos afetivos entre estes e o homem. Além disso, o
avanco nas técnicas de diagnostico e tratamento induzem a necessidade
da educacdo continuada dos profissionais, particularmente dos
patologistas e clinicos veterinarios, com objetivo de estabelecer critérios

seguros de classificagcdo e estadiamento dos tumores.
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Estudos de Patologia Comparada, particularmente na area de
oncologia, vem ganhando cada vez mais espaco, pois existe grande
interesse em correlacionar etiologia e caracteristicas das neoplasias nos
animais e no homem (GReeNLEE et al., 1990). O linfoma ndo-Hodgkin na
espécie canina e humana € um exemplo disso. As semelhancas desse
tipo de linfoma nestas espécies sado suficientes para fundamentar a
assercao de utilizar o cdo como modelo experimental no estudo e
descoberta de novas terapias e procedimentos clinico-cirdrgicos a ser
implementados para o homem, beneficiando ambas as espécies
(GREENLEE et al, 1990, TEeske, 1994, FOURNEL-FLEURY et al., 1997 e

FOURNEL-FLEURY et al., 2002).

Para se estabelecer o protocolo de tratamento dos linfomas nao-
Hodgkin (LNH) na espécie humana é obrigatéria a combinacdo do
diagnoéstico morfolégico com a imunofenotipagem (Soares & Arias,
1999). Na medicina veterinaria, a imunofenotipagem né&o € realizada
como rotina devido ao alto custo dos anticorpos e da limitada

quantidade de marcadores especificos para os tecidos do céao.

A Puncéo Aspirativa por Agulha Fina (PAAF) € um método de
investigacdo diagnodstica baseado na morfologia celular. Dentre as
vantagens deste método estdo seu baixo custo, rapidez e de uso

ambulatorial (RocHA et al., 2001a; RocHA et al., 2001b). Estudo recente
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elaborado por Suzano (2004) aliou o uso da PAAF e imunocitoquimica

para classificacdo e diagnaostico dos linfomas dos cées.

Com base nessas consideracOes preliminares, o presente estudo tem

como objetivos:

Determinar as caracteristicas citoistoldégicas e prevaléncia dos tipos
celulares dos linfomas nao-Hodgkin (LNH) dos céaes classificados de
acordo com os esquemas de Kiel e Working Formulation - Nacional
Cancer Institute (WF-NCI) para os LNH humanos e sua correlacao
com a classificagdo para os linfomas nos cées proposta por Fournel-

Fleury (1997);

Efetuar a imunofenotipagem dessas neoplasias no material fixado em

parafina, estabelecendo a origem T, B, ou misto dessas células;

Avaliar a eficiéncia da citologia por aspiracdo com agulha fina (CAAF)
associada aos métodos de  classificacdo citolégica e de
imunofenotipagem como critério de diagnostico rapido e seguro dos

LNH dos céaes;

Estabelecer a caracterizacdo citomorfométrica dos LNH nos caes

como um indicador seguro de malignidade;
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e Investigar o indice de proliferacdo das células malignas nos diversos

tipos de linfomas utilizando a técnica citoquimica do AgNors;

e Avaliar os danos no DNA nas células neoplasicas e do sangue dos

caes portadores de linfoma através do teste do cometa.
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2. Revisao de Literatura

2.1 Caracterizacao dos Linfomas Caninos

Linfoma é uma das neoplasias mais frequentes na espécie
canina. Também chamado de linfossarcoma e linfoma maligno,
representa cerca de 7 a 24% de todas as neoplasias caninas e 83%
dos tumores de origem hematopoiética. (CAPURRO et al., 1992;

TESKE, 1994 e TeSKE et al., 1994; MILNER et al., 1996; VONDEHAAR &

MORRISON, 1998).

Na espécie canina a incidéncia é de seis a trinta casos em
cada 100.000 céaes/ano (VONDEHAAR & MORRISON, 1998), sendo maior
que na espécie humana (ArPELBAUM et al., 1984; GREENLEE et al.,
1990; Jacoss et al., 2002). Ocorre mais frequentemente em
animais entre cinco e 11 anos, mas ha relatos de casos em caes
com menos de um ano e acima de 12 anos (VALLI, 1993; JONES et

al., 1997; Jacoss et al., 2002).

Apesar de nao haver predilecdo por sexo, ha evidéncias de

predisposicdo racial envolvendo, principalmente, animais das racas
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Boxer, Scottish Terrier, Basset Hound, Airedale Terrier, Chow Chow,
Pastor Alemao, Poodle, Sdo Bernardo, Beagle, Golden Retriever e
Bulldog. Racas como Dachshund e Cocker Spaniel sdo pouco

acometidas (TESKE, 1994; VONDEHAAR & MORRISON, 1998).

A etiologia deste tipo de neoplasia é desconhecida. A
presenca de agentes virais ndo foi comprovada na espécie canina
ao contrario do que acontece nos seres humanos, felinos, bovinos,
roedores, aves e alguns primatas (SEQUEIRA & FRANCO, 1992; TESKE,
1994a e SEQUEIRA et al., 1999). Fatores ambientais, como exposicdo
crbnica a substancias quimicas, sao citados como predisponentes
ao desenvolvimento de linfoma nos caes (HAYes et al., 1991).
Recentemente, GAavAzzA et al. (2001), relacionam o aparecimento
precoce da neoplasia em cées que habitam &reas industriais, com
alta poluicdo ambiental, e com o uso de produtos quimicos como

tintas e solventes pelos proprietarios.

Os sinais clinicos relacionados aos linfomas dos cdes sédo, na
maioria das vezes, inespecificos e dependem do 6rgdo ou Orgaos

envolvidos. Entretanto linfadenopatia indolor, perda de peso
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progressiva, caquexia, edema local ou generalizado, apatia e emese
sdo 0s mais comumente encontrados. Anatomicamente, os linfomas
caninos sao classificados em: multicéntrico, digestivo, timico,
cutaneo e solitario ou extranodal, sendo a forma multicéntrica a

mais frequente (SEQUEIRA & FRANCO, 1992; Jacoss et al., 2002).

Alteracbes hematoldégicas sdo comuns, podendo ocorrer
anemia, trombocitopenia, leucopenia ou leucocitose, e linfopenia ou
linfocitose. Infiltracdo na medula 6ssea e leucemizacdo raramente
ocorrem. Hipercalcemia € uma sindrome paraneoplasica que pode
ocorrer em cades com linfoma devido a producédo, pelas células
neoplasicas, de uma substancia de acdo semelhante ao
paratormonio (TESKE 1994; VONDEHAAR & MORRISON, 1998). Segundo
FOURNEL-FLEURY et al., (2002), h& uma maior incidéncia de

hipercalcemia nos linfomas de origem T.

O estadiamento clinico dos linfomas caninos € realizado
durante o diagndstico clinico e serve como guia para o prognostico
e tratamento da neoplasia (DoBsoN et al., 2001). Este

estadiamento, estabelecido inicialmente para linfomas nos seres
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humanos, é também utilizado para a espécie canina (SEQUEIRA &
FRANCO, 1992), e segue o0 protocolo proposto pela Organizacdo
Mundial de Saude (WHO; TNM Classification of Tumors in Domestic
Animals, Geneva, 1980). Grande parte dos casos de linfoma canino
apresenta-se em estadio clinico avancado (IV ou V) no momento
diagnostico (DoBsoN & GORMAN, 1993), o que indica uma pior
resposta ao tratamento e menor sobrevida do animal (DoBsoON et

al., 2001).

De acordo com a classificacdo anatdomica, a forma
multicéntrica, frequentemente envolve linfonodos periféricos e
profundos, além de o6rgdos como figado, baco, rins, pulméao,
coracgao, trato gastrintestinal e medula 6ssea. Na forma digestiva,
as lesdes envolvem o6rgdos do trato gastrintestinal e linfonodos
regionais, podendo, entretanto, haver comprometimento de outros
orgdos abdominais como o figado, baco e rins. O linfoma timico
usualmente acomete o timo e linfonodos regionais. O linfoma
cutdneo ocorre como massas solithrias ou multiplas na pele,

podendo ser uma lesdo tardia de um envolvimento sistémico como
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0 que ocorre no linfoma multicéntrico. A forma solitaria € aquela

que envolve apenas um orgao néao linféide (JAacoss et al., 2002).

Tabela 1 - Estadiamento Clinico dos Linfomas Caninos proposto
pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO; TNM
Classification of Tumors in Domestic Animals, Geneva,

Owen, 1980)

ESTADIO CRITERIO

Envolvimento limitado a um uUnico linfonodo ou tecido

linféide de um Unico 6rgao (exceto medula 6ssea)

Envolvimento de varios linfonodos regionais com ou

| . )
sem envolvimento das tonsilas

11 Envolvimento generalizado dos linfonodos

Envolvimento do figado e/ou bag¢o, com ou sem

v . . .
envolvimento generalizado dos linfonodos.

Envolvimento do sangue, medula éssea e/ou outros

V Lo
6rgaos.

Os estédios sdo ainda subdivididos em A (sem sinais sistémicos) ou B (com sinais

sistémicos), segundo GREENLEE et al. (1990).
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Tabela 2 - Classificagdo Anatdmica dos Linfomas Caninos segundo
Jacoss et al. (2002)

FORMA

LOCALIZACAO

Multicéntrica

Linfonodos periféricos e profundos podendo envolver
6rgaos como figado, baco, rins, pulmao, coracéo,

trato gastrintestinal e medula Gssea.

Trato gastrintestinal e linfonodos regionais. Podendo

Digestiva  envolver érgéos abdominais como figado, baco e
rins.
Timica Envolve o timo e linfonodos regionais.
Envolve a pele sob a forma de massas solitarias ou
Cutanea  Mdultiplas, estas acompanhadas ou néo de

envolvimento sistémico.

Solitaria

Envolve apenas um 6rgéao
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Os linfomas ndo-Hodgkin (LNH) do homem apresentam varias
caracteristicas em comum com os linfomas dos caes,
particularmente com relacdo a epidemiologia, etiologia, clinica,
morfologia e fenotipagem. Gracas a essas semelhancas, o0s
esquemas para classificacdo morfolégicos propostas para os LNH —
como as de Kiel (LENNERT & FELLER, 1990) e Working Formulation
(NCI, 1982) — sao utilizadas com sucesso por diversos autores para
diagnosticar os linfomas da espécie canina. De acordo com ASTER &
KUuMMAR, (1999); MiLiTo et al., (2002) e MELLANY et al., (2002) as
caracteristicas morfologicas dos LNH do homem servem como base
para o estabelecimento do prognéstico e de protocolos de
tratamento. No céo, o tipo celular determinado pela classificacdo de
Kiel foi um importante fator progndéstico para indicar o tempo de
remissdo da doenca em animais tratados, enquanto que a
classificacdo dos linfomas pela Working Formulation teve maior
importancia com relacdo ao prognéstico do tempo de sobrevida
desses animais (TESKE, 1994).

No homem, uma vez estabelecido o diagnostico de linfoma,
procura-se determinar além da morfologia celular, a linhagem a

qual pertencem as células neoplasicas, o que geralmente é de
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importancia terapéutica e diagnodstica. Em termos praticos, nos
seres humanos, os linfomas de células T sdo mais agressivos e de
pior prognéstico que os linfomas de células B (WAKAMATSU et al.,

1995).

Os estudos comparativos dos linfomas nao-Hodgkin nas
espécies humana e canina evidenciaram semelhancas suficientes
para embasar a proposicdo de se empregar a espécie canina como
modelo experimental para estudo dessa doenca, inclusive para
teste de terapias e procedimentos clinico-cirdrgicos contra os
linfomas nao-Hodgkin na espécie humana (PAroDI et al., 1988;
GREENLEE et al., 1990; RALLIS et al., 1992; Teske, 1994; FOURNEL-

FLEURY et al., 1997 e FOURNEL-FLEURY et al., 2002).

2.2. Estudos Histomorfoldgicos

Nos linfomas, a populacdo polimorfa de linfécitos maduros
dos linfonodos é substituida por proliferacdo celular nonomaorfica ou
bimodrfica, constituida por células menos diferenciadas (MiLLs,

1989). O diagnodstico histopatoldgico dessas neoplasias, portanto,
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na maioria das vezes ndo é dificil. Frequentemente, quando os
animais sao encaminhados a necropsia, o diagndstico ja foi feito

mediante PAAF ou biopsia (MiLLs, 1989).

Sdo poucos o0s estudos no cédo que relacionam o tipo
morfoloégico do tumor linféide com sua progressdo. Eles assumem
importancia quando visamos ndo so o diagndstico do processo, mas
também o estabelecimento de pardmetros para orientacdo clinica
gquanto ao prognostico e tratamento, como é frequentemente feito

nos linfomas humanos.

Diferentes tipos de classificacfes tém sido propostas para os
linfomas nao-Hodgkin humanos, nas quais s&o considerados o
padrao de crescimento (folicular ou difuso), constituicao celular
(células pequenas ou grandes, clivadas ou nao clivadas,
diferenciacdo plasmocitaria) e grau de malignidade (baixo, médio
ou alto). Atualmente as classificagbes mais utilizadas para os
linfomas humanos séao a Kiel, Working Formulation, Real e WHO.
Para os animais domeésticos uma das primeiras tentativas de

unificacdo da terminologia para tumores linféides foi proposta por
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JARRET & MACKEY (1974). Os tumores foram denominados
linfossarcoma e classificados quanto a distribuicdo das lesbes
(multicéntrica, digestiva, timica e outras) e quanto as
caracteristicas histocitolégicas (pouco diferenciado, linfoblastico,
linfocitico, pro-linfocitico, histicocitico, histioblastico e

histiolinfocitico).

Alguns autores tém utilizado as classificacOes propostas para
os linfoma ndo-Hodgkin do homem para os caes, com objetivo de
averiguar se existe o mesmo tipo de correlacdo entre o tipo
histiocitoloégico e o comportamento da neoplasia. Utilizando o
sistema de classificacdo de Kiel, ApPPELBAUM et al., (1984), PARODI et
al., (1988) e GREENLEE et al., (1990), obtiveram os resultados
evidenciados na tabela abaixo. Na casuistica desses autores

predominaram os tipos mais agressivos de linfomas.
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Tabela 3. Freqguéncia dos tipos histiocitolégico de linfomas

diagnosticados de acordo com a classificac&do de Kiel

Tipo Frequéncia (26) na casuistica de:

de Linfomma  Applebaum et al, (1984) Parodi et al., 1988  Greenlee et al., (1990)

Centroblastico 12,5% 51,3% 47,3%
Imunoblastico 37,5% 27% 25,6%
Centrocitico- 37,5% 5,4 10,2%

centroblastico

Os autores que utilizaram a classificagdo da WF (APPELBAUM et
al., 1984, CARTER et al., 1986; BARON et al., 1990; GREELNEE et al.,
1990; RALLIS et al., 1992) relataram a presenca de arranjo
arquitetural difuso na maioria dos casos. A frequéncia de linfomas
variou nas casuisticas e os tipos mais freqlentes podem ser

observados nas tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia dos tipos histiocitolégico de linfomas

diagnosticados de acordo com a classificacdo da WF

FreqUéncia (%6) da casuistica de:

Appelbaum et Carter et Baron et Greenlee et Rallis et
Tipo de Linfoma al., (1984)  al., (1986) al., (1990) al., (1990) al., (1992)
imunoblastico 37,5 24,9 0,0 25,6 0,0
Céls. peg. ndo-clivadas 0,0 24,2 0,0 3,2 8,8
Difuso céls grandes 12,5 20,0 0,0 48,3 36,8
Linfoblastico 7,5 17,2 57,1 0,6 0,0

Linfocitico peq. céls. 2,5 4,9 42,9 10,2 16,5
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Nas casuistica predominaram os linfomas imunoblasticos e
difuso de grandes células, de alto grau e grau intermediario,

respectivamente.

2.3. Correlacéao clinico-patologica

Remissbes espontaneas de linfomas caninos ndo tém sido
relatadas. Como os tumores sao diagnosticados em fases tardias de
evolucdo (estadios IlI, IV e V), a estimativa de sobrevida para os
animais ndo tratados é de 2 a 6 meses (BLoom & MEYER, 1945;

SQUIRE et al., 1973; MACEWEN et al., 1987; GReeNLEE et al., 1990).

Os sistemas de classificagao utilizados para os linfomas
humanos fornecem subsidios para o progndstico, o que nem
sempre é verdadeiro para os cdes (GREENLEE et al., 1990). E
importante ressaltar que os protocolos quimioterapicos utilizados
para o0 homem sdo muito mais agressivos do que o dos caes, 0 que
pode explicar as diferencas verificadas na correlacdo entre

morfologia e comportamento clinico. Entretanto, como no homem,
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0s caes que apresentam tumores de alto grau tendem a responder
melhor ao tratamento quimioterapico, exibindo periodo de remisséao

mais longo e tempo de sobrevida maior (GReEeNLEE et al., 1990)

Alguns dados da literatura demonstram esse fato. Caes que
receberam tratamento quimioterapico e que apresentavam linfoma
difuso histiocitico mostraram periodo de remissdo mais longo do
que os portadores de linfoma nodular histiocitico e difuso linfocitico
pouco diferenciado (WELLER et al., 1980). Linfomas difusos de
grandes células, centroblasticos e imunoblasticos, tipos comuns
entre o0s cées, mostraram comportamento semelhante aos
equivalentes humanos, apresentando bons indicies de remisséao

apos terapéutica quimioterapica (GREeNLEE et al., 1990)

Recentemente foi publicada por VALLI, (2002) a classificacéo
da WHO para tumores hematopoiéticos nos animais domeésticos.
Essa classificacdo é baseada na classificacdo da WHO humana para
esse mesmo tipo de tumor. Os linfomas dos caes sédo subdivididos
por imunofendtipo e graus e tendem a mimetizar sua contrapartida
humana em termos de comportamento bioldégico e resposta a

terapia. Entretanto, o valor progndéstico dessa classificacdo ainda



Adriana W. de Pinho Pessoa Revisdo de Literatura 35

nao foi validada por estudos clinicos e nem amplamente adotada

pelos laboratdrios de patologia veterinaria (DoBsoN, 2004).

2.4. Estudos Citomorfologicos

A maioria dos estudos citomorfoldégicos dos linfomas caninos
utiliza material incluido em parafina, sendo escassos os trabalhos
que empregam métodos de diagnéstico citolégicos (FISHER et al.,

1995; TESKE & VAN HEERDE, 1996).

A Puncdo Aspirativa por Agulha Fina (PAAF) tem sido
empregada, tanto no homem quanto nos animais, como método de
diagnostico de lesbes das mais diversas origens, inclusive
neoplasicas (OeRTEL et al., 1988; SNEIGE et al., 1990, RocHA et al.,
2001). As vantagens deste método estao relacionadas a rapidez do
diagnostico, ao baixo custo e a sua eficacia (RASKIN & NIPPER, 1992;
RocHA et al., 1998). Além disso, causa desconforto minimo ao
paciente, permitindo que se realizem mudltiplas colheitas e

amostragens em série, particularmente interessantes quando
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surgem resultados inconclusivos ou quando existe suspeita de
recidiva da lesdo (VERNAU et al., 2001). Nos casos de linfadenopatia,
este exame permite a diferenciacdo rapida entre processos
reacionais benignos e neoplasicos (FOURNEL-FLEURY et al., 1994).
Quando ha suspeita de lesdo ou alteragcdo em Orgaos internos,
como visceras abdominais ou toracicas, a PAAF também pode ser

realizada com auxilio da ultra-sonografia (CivarDI et al., 2001).

Segundo FISHER et al. (1995), existe uma excelente correlacao
entre os resultados obtidos pela PAAF e por biopsias, tanto na

classificagdo morfolégica como na imunofenotipagem dos linfomas.

Os métodos de obtencdo para exame citoldgico,
particularmente a PAAF, apresentam como principal limitacao a
impossibilidade de serem obtidos dados sobre a arquitetura da
lesdo. No entanto, nos linfomas dos céaes, este tipo de exame tem
sido aceito como uma eficiente técnica de diagnostico, visto que a
grande maioria dos tumores, nesta espécie, apresenta a forma

difusa, sendo a forma folicular bastante rara (CARTER et al., 1986).
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CARTAGENA et al. (1992), sugeriram como principais indicacdes
da PAAF: puncdes em massas internas de pacientes com grandes
riscos cirurgicos, que nao apresentem massas superficiais uma vez
que esta técnica ndo necessita de qualquer tipo de sedacdo do
paciente, nas avaliacbes de novas massas e no estadiamento da
doenca. A acuracia da PAAF nos casos de linfomas néao-Hodgkin
chega a 85% e quando combinada a citomorfometria com outros
exames como, por exemplo, imunocitoquimica, esta eficacia chega

a 919%.

2.5. Imunofenotipagem dos Linfomas Caninos

A classificacdo imunomorfolégica dos linfomas caninos é feita
empregando-se técnicas de imunoistoquimica, utilizando-se
marcadores celulares especificos para cada caso. Em Medicina
Veterinaria, esta técnica é ainda pouco utilizada devido ao alto
custo e a auséncia de marcadores especificos em alguns casos

(CHABANNE et al., 1994; FISHER et al., 1995; MILNER et al., 1996).
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O comportamento bioldgico do linfoma é o fator determinante
para resposta terapéutica. Algumas diferencas observadas no
comportamento bioldégico tem sido atribuida a fatores como a
localizacdo anatbmica, grau histolégico e imunofenotipagem (TESKE
et al., 1994). A imunofenotipagem identifica um grupo seleto de
glicoproteinas de superficie conhecidas como clusters of
differentiation (CD). Para identificacdo desses antigenos é
necessario o uso de anticorpos especificos. As glicoproteinas de
superficie dos linfécitos apresentam multiplas fungdes incluindo a
sinalizacdo intracelular, comunicagdo célula a célula e trafego de
linfécitos. Para a imunofenotipagem dos linfomas séo utilizados dois
tipos de anticorpos: o anti-CD3 e o anti-CD79a. O CD3 & um
complexo de cinco peptideos associados com o receptor de células
T (TCR). A demonstracdo do antigeno CD3 em linfécitos malignos
identifica o linfoma como de origem T. Similarmente, o CD79 se
caracteriza por um heterodimero associado com o receptor de
célula B (BCR). A demonstracdo desse antigeno nos linfocitos
malignos representa que a populacdo linféide do tumor € de origem

B (JEGLUN et al., 1987; Teske et al., 1994b; MooORE et al., 1996;

MORRISSON & NEUBERGER, 2001). Raramente o linfoma ndo expressa



Adriana W. de Pinho Pessoa Revisdo de Literatura 39

0 CD3 ou CD79. Quando isso ocorre, a origem das células ndo pode
ser determinada e esse tipo de linfoma é classificado como sendo
formado por células “nulas” (MoorRe et al., 1996; MORRISSON &

NEUBERGER, 2001).

Estudos demonstram que os linfomas de origem T tendem a
ser biologicamente mais agressivos que os linfomas de origem B e
resultam em menor tempo de remissao e sobrevida (GReELEE et al.,

1990; TESKE, et al., 1994a)

Os primeiros trabalhos de pesquisa que procuraram
caracterizar as populacdes de linfécitos que constituiam os linfomas
caninos esbarraram em algumas dificuldades relacionadas a
metodologia utilizada. Nestes estudos pioneiros, as células que
apresentavam capacidade de formar rosetas com hemacias
humanas eram classificadas como T (HOLMBERG et al., 1976; ONIONS,
1977). Esta metodologia mostrou-se inadequada, ja que 40% a
60% das células com esta capacidade também eram Slg+, ou seja,
possuia imunoglobulinas de superficie, caracteristica associada as

células B (ATKINSON et al., 1980). Na realidade, ainda nao havia
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anticorpos Anti-la que pudessem ser empregados nos linfomas
caninos, ou mesmo nos linfomas humanos para os quais eram de

importancia capital (ApPELBAUM et al., 1984).

Posteriormente, a utilizacdo de um painel de anticorpos,
incluindo aqueles capazes de identificar células B (Slg) e células T
(McAb DT2), empregando-se técnicas de citofluorimetria,
demonstrou que a frequéncia de neoplasias T e B, em caes, eram
muito proximas as das encontradas no homem (APPELBAUM et. al.

1984).

GREENLEE et al., (1990), efetuaram a imunofenotipagem de
linfomas caninos empregando o método de citometria de fluxo
ampliando o painel de anticorpos pela inclusao de anticorpos pan-T
(LQ1, DT-2 E Thy-1), marcadores de linfocitos T supressores (T811)
e linfécitos T ativados (Anti-Tac) e marcadores de imunoglobulinas
de superficie para a caracterizacdo de células B como o Sig+ B

(Goat-F ab 2 antidog) e o Slg M+ B (IgM).
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A utilizacdo de um painel de anticorpos amplo e as técnicas
de imunoperoxidase em cortes de congelacao foi relatada por TESKE
et al., (1994c). De acordo com estes autores os linfomas foram
considerados como de células B quando apresentavam positividade
para CD21, anti-IgM, anti-lgG, anti-lgA e negatividade para os
marcadores de células T. Os linfomas foram considerados como de
células T quando apresentavam positividade para CD3, CD4, CDS8,
Thy-1, CD49 e negatividade para os marcadores de células B. A
maioria dos linfomas (58%) foi caracterizado como de células B. O
emprego de técnicas imunolégicas no estudo e classificagdo das
desordens linfoproliferativas tem se mostrado particularmente
importante no estabelecimento de um diagndstico preciso (CANIATTI

et al., 1996 e DoBsoN et al., 2001).

As determinac¢des do imunofendétipo T ou B e do grau de
maturacdo das células linféides neoplasicas auxiliam no diagnéstico
dos linfomas e no monitoramento da recidiva destes tumores na
espécie humana. Atualmente a imunofenotipagem é indispenséavel

para determinar o diagnodstico de linfoma n&o-Hodgkin de acordo



Adriana W. de Pinho Pessoa Revisdo de Literatura 42

com as classificagcfes mais atuais, Kiel (LENNERT & FELLER, 1990),

Real (HARRIS et al., 1994) e WHO (JAFFE et al., 2001).

Durante muito tempo a determinacdo do imunofendtipo dos
linfomas caninos foi dificultada pela falta de marcadores especificos.
Entretanto, os métodos imunoistoquimicos tém sido aplicados com
sucesso em cortes histolégicos de tecido incluido em parafina,
utilizando o anticorpo policlonal anti-CD3 para marcar linfomas de
células T e o anticorpo monoclonal anti-mbl (CD79a) para marcar
linfomas de células B (MILNER et al., 1996; FOURNEL-FLEURY et al.,
1997; FOURNEL-FLEURY et al., 2002). Em trabalho de pesquisa
recente, tivemos a oportunidade de padronizar a marcacao
imunofenotipica de linfomas caninos utilizando material incluido em
parafina e os mesmos anticorpos citados acima (DeE MOURA et al.,

2000).

Nos caes, assim como no homem, o imunofendtipo T dos
linfomas tem sido associado a um progndstico ruim, com sobrevida
menor e periodos de remissdo mais curtos, quando comparado aos

linfomas de células B (KIuPeL et al., 1999; DossoN et al., 2001). No
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entanto, algumas diferencas ocorrem dentro de cada um destes
grupos no que diz respeito a apresentacédo clinica, resposta ao

tratamento e prognostico (KIUPEL et al., 1999).

A utilizacdo de métodos imunoldégicos nos estudos
histopatologicos deu um grande incremento ao diagnodstico das
neoplasias humanas e atualmente esta definitivamente incorporado
a rotina dos laboratérios de patologia (SOARES & ARIAS, 1999).

A definicdo do imunofendtipo dos linfomas, por métodos
imunocitoquimicos, auxilia na tipificacdo da neoplasia e permite
estabelecer protocolos clinicos de tratamento de maneira rapida e

eficiente (CANIATTI et al., 1996).

S80 escassos 0s estudos em que se associam métodos
citolégicos — como a PAAF — e imunocitoquimicos na avaliacdo dos
linfomas caninos, no entanto, estes exames podem se mostrar
eficazes na identificacdo do tipo citolégico e do imunofendtipo das
neoplasias, assim como € realizado para os casos humanos

(Suzano, 2004).
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De acordo com estudos ja realizados, os linfomas caninos
apresentam muitas semelhancas com os linfomas ndo Hodgkin
humanos, do ponto de vista epidemiolégico, morfologico e
imunofenotipico. Portanto, aplicar as classificacdes citoistologicas e
imunofenotipicas nos linfomas caninos, além de adicionar dados aos
estudos dessa neoplasia canina — relacionando-as com a clinica
para melhor determinar o tratamento, progndstico e tempo de vida
dos animais (CARTER et al., 1986; FISHER et al., 1995; KIuPEL et al.,
1999) — permitirA que estes resultados possam ser incorporados

ao modelo experimental da doenga humana.

2.6. Avaliacao da Proliferacdo Celular nos Linfomas Caninos

utilizando a técnica citoquimica de AgNor

A capacidade para avaliar o prognostico de uma doenca
neoplasica através de técnicas simples como a cito e histopatologia

€ de fundamental importancia. Entretanto ndo € uma tarefa facil.
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Varios autores tém sugerido que a coloracdo pela prata para
observar as regides organizadoras nucleolares (AGNOR) dos
ndcleos é adequado para este fim (VAiDovicH et al., 2004). A
técnica de coloracdo das Regides Organizadoras Nucleolares
Argirofilicas (AgNor) através da prata tem sido utilizada nas ultimas
décadas como um marcador tumoral eficiente na medicina humana

(DERENZINI & PLOTON, 1991).

Segundo PLoTON (1994), as AGNORs séao definidas como sitios
onde estao localizados genes rRNA durante a interfase e durante a
mitose. As AGNORs séo alcas de DNA que ocorrem no nucléolo das
células e possuem genes RNA ribossomais (DEReENZINI et al., 1994).
Esses genes RNA ribossomais possuem papel importantes durante a
sintese protéica, crescimento e diferenciacdo celular e também na
transformacdo maligna (EGAN & CROCKER, 1988). O numero de
AGNORs, de acordo com DERENZINI et al., (1994), reflete a atividade
proliferativa da célula. Assim, quanto mais elevada a frequéncia de
AGNORs, maior a atividade de proliferacdo das células. As AgNors
sdo ainda responsaveis pelo desenvolvimento do RNA nucleolar

(UNDERWOOD & GIRI, 1988). Os segmentos de rRNA estdo associados
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a proteinas com alta afinidade pela prata, dai ser chamadas de
proteinas AgNors e a coloracdo que permite visualiza-las é também
denominada de AgNors (CROCKER et al., 1989). Segundo DERENZINI &
PLOTON, (1991), a maior expressao e AgNors esta relacionada Unica
e diretamente com a proliferacdo celular e esta € uma caracteristica

mais marcante das células neoplésicas.

O nucléolo é a organela mais visivel no nucleo de uma célula
em interfase o que, para PLOTON, (1994), significa a expressao
morfolégica da transcricdo e processamento do rRNA. O nucléolo é
uma estrutura complexa. E formado por fracdes de DNA ocupadas
pelos genes RNA, as quais associam-se as proteinas para
processamento, compactacao e formacado final de particulas pré-
ribossdmicas. Em sintese, o nucléolo é uma organela contendo
alcas de DNA que emergem de varios cromossomos, cada um dos
quais contém um agrupamento de genes rRNA e cada grupamento

representa uma AGNOR (ALBERTS et al., 1997).

De acordo com VERDUN, (1983) e GOENSSENS, (1984), pode-se

distinguir pelo menos cinco regides no nucléolo: o centro fibrilar; o
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denso fibrilar; o granuloso; o intersticio nucleolar e a cromatina
nucleolar. A regido centro fibrilar é composta por pequenas
quantidades de DNA e de proteinas AgNors; o componente denso
fibrilar é formado por fibras associadas a regido centro fibrilar que
contém moléculas de pré-RNA (AgNORs positiva) e de pequenas

quantidades de proteinas associadas as AGNORs.

A impregnacdo pela prata é a técnica citoquimica que permite
a visualizacdo dos componentes centro fibrilares na interfase, os
quais representam a contrapartida das AGNORs na metafase
(DERENZINI & PLOTON, 1991; DerRenzINI & TRERg, 1994). Para
revelacdo das AGNORs pela prata, é necessario que as proteinas
argirofilicas associem-se aos sitios de cromatina ribossémica, onde
€ inicializada a producdo de granulos ribossomais (DERENZINI &
PLoTON, 1991; PLOTON, 1994). Diversas técnicas tém permitido
identificar proteinas AgNors positivas, dentre elas destacam-se a
RNA-polimerase I, uma enzima localizada no centro fibrilar e
necessaria para a transcricdo génica do rRNA em moléculas de

rRNA, a topoisomerase | que esta localizada na regidao denso fibrilar

e tem a propriedade de atuar na reducdo da fita de DNA permitindo
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a leitura pela enzima RNA-polimerase. Por dltimo temos a
nucleolina ou proteina C,3, uma fosfoproteina de maior expressao
na fase de crescimento celular associada ao processamento de pré-
RNA e a proteina B,z ou numatrina, que também participa da
biossintese ribossomal e foi uma das primeiras proteinas
identificadas como associadas as AGNORs. Assim, a técnica de
impregnacado pela prata marca somente as proteinas relacionadas
aos genes ribossomais que estdo localizadas nas AGNORs em

atividade de transcricdo (DERENZINI & PLOTON, 1991)

As células neoplasicas apresentam nucléolo com significativas
alteracbes quanto a sua forma, coloracdo e tamanho. Entretanto,
essas caracteristicas ndo sao suficientes para diferenciar células
malignas das benignas. RUSHOFF et al., (1989) E DERENZINI & PLOTON,
(1991) observaram que a medida do tamanho, distribuicdo e
quantidade das AgNors no nucléolo revelou-se um bom indicador
para diferenciar neoplasias benignas das malignas. Entretanto,
conforme afirmam DERENZINI & TRERE, (1994), em alguns tipos de
neoplasias, como as do endométrio, tiredide e algumas neoplasias

de mama, ndo se percebem diferencas entre lesbes benignas e
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malignas, mas a maior parte dos relatos mostram que a
determinacdo do numero de AgNors nas ceélulas malignas foi
superior ao das benignas e das células de tecidos normais (TRERE,

1993).

CROCKER & NAR (1987) estudaram o uso da técnica de AgNor
em linfomas, linfonodos reativos e em tonsilas. Esses autores
encontraram significativa diferenca entre o numero de AgNor no
ndcleo dos linfomas de grau alto e de grau baixo e concluiram que
esse método é de grande aplicabilidade no campo da histopatologia

dos tumores.

TRERE et al., (1989) compararam o uso de AgNors com outros
marcadores de proliferacao (Ki-67, PCNA , Timidina e Bromodeoxy-
Uridina) e encontraram forte correlacdo entre quantidade de
AgNors e duplicacdo celular bem como entre AgNors e tempo de
duplicacdo da populacdo de células neoplasicas. Para CROCKER et al.,
(1988); DERENZINI & PLOTON, (1991); DERENZINI & TRERE, (1991b);

DERENZINI & TRERE, (1994) esses resultados indicam que a
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proliferacdo celular é a causa primaria do efeito das variacoes dos

parametros de AgNors.

Ao tentar estabelecer a correlacdo entre a morfologia do
linfoma de Hodgkin com o antigeno de proliferacéo celular (PCNA) e
o AgNor, FREEMAN (1993), encontrou, em meédia, mais de 15 AgNors
nos nucleos das células de Reed-Sternberg e em torno de sete a 10
AgNors por nucleo nas células mononucleares de Hodgkin. Estes
dados, segundo o autor, suportam a idéia de que a doenca de
Hodgkin pode ser designada como um linfoma de grau alto e que as
células de Hodgkin e de Red-Sternberg encontravam-se em alta

atividade proliferativa.

Ao estudar a contagem de AgNor e de PCNA em animais
portadores de linfoma com e sem tratamento quimioterapico, com
objetivo de estabelecer o prognéstico, KiuPEL et al., (1998)
concluiram que o valor prognostico do AgNor € mais importante do

que o valor observado com o PCNA.
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Mais recentemente, VAipovicH et al., (2004) avaliaram e
compararam a técnica de AgNors em espécimes citolégicos e
histologicos de linfonodos de cées sadios e portadores de linfoma. A
contagem de AgNors nos linfomas das amostras citolégicas foi mais
alta que nas amostras histologicas. Do mesmo modo, o resultado
da contagem de AgNors nos linfomas de grau baixo e de grau alto
foram significativamente diferentes quando se utilizou amostras
citolégicas e histoldgicas, além de ser maior nos linfomas de grau
alto. Os autores concluiram que embora tenha ocorrido diferenca na
contagem de AgNors entre as duas técnicas, a média dos valores
de AgNors obtidos revelam sensibilidade suficiente para diferenciar
os graus de linfomas.

A técnica de coloracdo de AgNors é altamente especifica e
pode ser utilizada em tecidos fixados em formol e embebidos em
parafina, frescos ou de arquivo, tecidos congelados, esfregacos
citolégicos e preparados citocentrifugados (CROCKER, 1992a). A
formacado de precipitados inespecificos € um problema frequente e é
intensificado quando h& nas amostras a presenca de extensas areas

de necrose e abundante colageno (CROCKER, 1992a).
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Varios experimentos tém demonstrado que o numero de
AgNors é significativamente maior nos tumores malignos que nos
processos fisioldgicos, reativos ou benignos. Foi demonstrado ainda
que o numero de AgNors por nucleo pode ser considerado como um
indicador de proliferacdo e que a média da contagem de AgNors é
um excelente indicador do grau de malignidade para os linfomas
nao-Hodgkin humanos (SPECTOR, et al., 1984; MoOURAD, et al., 1992;

FREEMAN, et al., 1993; BETHWAITE et al., 1995).

A literatura estad repleta com descricdes de resposta aos
diferentes tratamentos de cdes com linfoma e outros tipos de
neoplasia. Clinicamente, essas respostas sao ainda confusas devido
a falta de critérios de prognodsticos confiaveis (CAPUrRrRO et al.,
1990). Atualmente a coloracao pelo AgNors vem sendo amplamente
utilizada como marcador de proliferagcdo celular nos tumores e de
importancia significativa na graduacdo dos mastocitomas e dos

linfommas dos cées (SIMOES et al., 1994; VAIL et al., 1996).
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Na medicina veterinaria, os beneficios do uso de AgNOR no
prognéstico de tratamento de cdes com linfoma séo indiscutiveis.
Os estudos com esta técnica demonstram que ndo somente o
niamero de AgNOR, mas também a média da area de AgNor tém
importancia no prognostico. Isso indica a importancia e a
necessidade do uso do analisador de imagens para avaliacdo desta
técnica citoquimica. Ademais, caracteristicas qualitativas de AgNor
tais como seu tipo podem fornecer uma ferramenta simples para
avaliacdo prognostica dos linfomas na rotina laboratorial (KiurEL et

al., 1999).

2.7. Teste do Cometa

Com frequéncia o DNA sofre agressfes tanto por substancias
enddégenas como exdgenas. Entretanto, as células sdo portadoras
de potentes sistemas enzimaticos capazes de promover o reparo da
grande maioria desses danos. Embora esses sistemas sejam
eficientes, algumas lesbes ou mesmo erros espontaneos durante a
replicacdo do DNA, ndo conseguem ser reparados, resultando em

um evento mutagénico. Esse evento pode corresponder a etapa de
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iniciacdo de um processo carcinogénico (RAMEL, 1984; TUCKER &
PRESTON, 1996). A iniciacdo ocorre pela acdo de um agente
cancerigeno genotoxico, capaz de provocar danos irreversiveis na
molécula de DNA (mutacbGes). Caso estes danos resultem na
ativacdo de oncogenes e/ou perda ou inativacdo de genes
supressores de tumor, células normais tornam-se iniciadas, isto €,

potencialmente neoplasicas.

A promocao, por outro lado, envolve a proliferacdo das
células iniciadas, por mecanismo epigenético, acelerando o
crescimento celular e possibilitando, eventualmente, a ocorréncia
de alteragcbes genéticas adicionais. A célula iniciada pode
permanecer em laténcia por longos periodos até sofrer exposicdo a
um agente promotor e, a partir disso, evoluir para uma neoplasia. A
progressdao € caracterizada morfologicamente por anaplasia e
biologicamente por crescimento auténomo (Pitor, 1989). Quando
as ceélulas adquirem a capacidade de invadir e metastatizar e todas
essas alteracdes forem evidenciadas clinicamente, ter-se-a a ultima

etapa — a manifestacao.
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A correlacdo observada entre mutagenicidade e a
carcinogenicidade é consistente com a teoria de que o cancer seja
causado por mutacbes somaticas. Substancias provenientes do
meio ambiente pode interagir com o sistema genético do homem e
de animais, levando as mutacfes. Os trés tipos principais de
alteracbes geneticas pode ocorer por: (1) alteracbes no DNA,
conhecidas como mutacbes de ponto; (2) alteracdes da estrutura
de cromossomos, tais como quebras e arranjos e (3) separacao
desigual dos cromossomos durante a divisao celular conhecida

como aneuploidias (ZAKRZEWSKY, 1997, COHEN & ELLWEIN, 1991).

Uma vez que os danos induzidos ao DNA séo freqientemente
célula e tecido-especificos, e que as células divisiveis no estado
quiescente, isto €&, células com longo ciclo intermitdtico, podem
sobreviver por anos ou décadas na presenca de varios tipos de
dano ao DNA (KReJA et al., 1995) é de suma importancia a
utilizacdo de metodologias que permitam a deteccdo de danos em
uma unica célula (Ticg, 1995). Assim, o teste do cometa tem sido

amplamente empregado em estudos de mecanismos de

mutagénese e carcinogénese, por se tratar de uma técnica que
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pode ser utilizada em estudos de reparo de DNA, de toxicogenética,
monitoramento ocupacional e ambiental e de epidemiologia

humana.

O teste do cometa € bastante sensivel para a deteccédo de
agentes genotoxicos, tanto in vivo como in vitro (HARTAMAN & SPEIT,
1997). Essa técnica apresenta uma série de vantagens que inclui a
possibilidade de utilizacdo tanto de células sanglineas como de
outros tecidos (SAsaAkl et al., 1997); é altamente sensivel, de féacil
reprodutibilidade e simplicidade, além de utilizar amostras celulares
extremamente pequenas, permitindo a verificacdo de danos em
células individuais (FARBAIN et al., 1994; Tice, 1995, RoJias et al.,

1999).

Levando-se em consideracdo que a maioria dos agentes
genotoxicos induz mais quebra de fita Unica e lesGes alcali-labeis do
que quebra de fita dupla, SINGH et al., (1988) utilizaram a técnica
do microgel empregando eletroforese sob condi¢cbes alcalinas
(pH>13), o0 que permitiu detectar quebras de cadeia Unica e sitios

alcali-lAbeis no DNA de uma célula individualizada. O teste do
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cometa baseia-se, portanto, na lise, eletroforese e marcacao
fluorescente do DNA de pequena quantidade de células suspensas
em uma fina camada de agarose e colocadas sobre uma lamina de
microscopio. A corrente elétrica faz com que os fragmentos de DNA
do nucleo migrem mais rapidamente para um dos pélos, resultando
em imagens com aparéncia de “cometas”, as quais sdo medidas a

fim de determinar a extensdo do dano (SreIT et al., 1996).

A deteccdo de danos pelo teste do cometa parte do principio
de que o DNA das células eucaridticas encontra-se organizado em
estruturas espiraladas e que tanto as quebras de fita simples
quanto as de fita dupla causam uma desorganizacdo molecular,
levando ao relaxamento na estrutura da cromatina. Assim, a
eletroforese permitiria que essas estruturas pudessem ser

distendidas em dire¢ao ao poélo positivo (FAIRBAIN et al., 1995).

O tamanho da cauda do cometa é proporcional & quantidade
de danos (Tice, 1995). Entretanto, a sensibilidade dessa medida
pode ser aumentada pelas condicbes de realizacdo da eletroforese.

Entre as variaveis metodoldgicas mais frequentes que afetam a
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sensibilidade e o poder do teste destacam-se a concentracdo da
agarose, composicado da solucdo de lise, a composicdo e o pH do
tampéo de eletroforese e as condi¢cbes de voltagem, amperagem e
duracdo da eletroforese. Como quaisquer combinacdes dessas
variaveis sao possiveis, a selecdo do método a ser utilizado
depende do objetivo do estudo, ou seja, do tipo de célula e do tipo

de dano a ser avaliado (FAIRBAIN et al., 1995).

A técnica utilizada para quantificar os danos detectados pelo
teste do cometa envolve a utilizacdo de softwares especificos para
analise de imagens de células individuais, permitindo a avaliacdo da
proporcdo de DNA que migra para formar a cauda do cometa

(FARBAIN et al., 1995; KLAUDE et al., 1996).

Segundo TICE (1995), os agentes mutagénicos podem formar
caudas distintas pela sua atuacdo sobre a molécula de DNA.
Embora o comprimento da cauda do cometa seja uma medida
valida, a maioria dos estudos tem utilizado o parametro de tail
moment (TM) ou quantidade de DNA na cauda, que €& obtido

multiplicando-se o comprimento da cauda pela intensidade de sua
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fluorescéncia. O TM considera as duas principais variacbes na
medida do cometa, ou seja, quando a cauda se apresenta curta
com alto conteudo de DNA e quando o cometa apresenta cauda
longa com baixa quantidade de fragmentos. Nesses casos, a leitura
somente do comprimento da cauda conduziria a erros na avaliacao

de danos causados por agentes genotoxicos (AsHBY et al., 1995).

O dano no DNA tem sido amplamente detectado nas células
humanas, normais ou nao, usando-se o0 teste do cometa.
Entretanto, essa tecnologia tem sido pouco aplicada na medicina

veterinaria. A literatura sobre o assunto é ainda escassa.

HEATON & RANSLEY, (2001) utilizaram o teste do cometa para
avaliacdo dietética de cdes e gatos. Segundo esses autores,
existem evidéncias do envolvimento de radicais livres no
desenvolvimento de dano oxidativo do DNA, o qual tem sido
implicado na etiologia de varias desordens degenerativas como o
cancer e artrites. Esses autores demonstraram que a reducdo de
dano no DNA foi observada apods enriquecimento da dieta de gatos

com antioxidantes e que o monitoramento e correcdo dessas dietas
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utilizando-se o teste do cometa pode reduzir a suscetibilidade
desses animais a doencas degenerativas, inclusive do
envelhecimento, através da reducdo do dano e potencializacdo dos

niveis de reparo do DNA.

ALVES (2001) e ALves et al., (2004) utilizaram o teste do
cometa para detectar dano de DNA nas células epiteliais obtidas por
lavado vesical de cédes com cistite bacteriana com objetivo de
estabelecer correlacdo entre processo inflamatdrio, genotoxicidade
e carcinogénese. Concluiram que o dano do DNA observado nas
células dos lavados vesicais de caes ndo estava associados ao

processo inflamatoério causado por bactéria nesses animais.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pela Camara de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA), protocolo n° 13/2002-CEEA, da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu/SP, por
estar de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal

(COBEA).

3.1. Origem das Amostras

As amostras estudadas foram provenientes de 53 cdes, sem
restricdo quanto a idade, raca ou sexo, diagnosticados como portadores
de linfoma mediante puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) realizado
pelo Servico de Patologia do Hospital Veterinario (HV) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP- Campus de Botucatu. As
coletas foram realizadas durante o periodo de marco de 2001 a julho de
2004. Dados clinicos e exames complementares foram obtidos dos

prontuarios dos animais e anotados em fichas individuais (anexo 01).
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3.2. Estadiamento Clinico e Classificacdo Anatbmica dos

Linfomas

Foi adotado o protocolo estabelecido pela pela World Health
Organization (WHO; TNM Classification of Tumors in Domestic Animals,
Geneva, 1980), para o estadiamento dos linfomas e a classificacao
anatébmica instituida foi a estabelecida por Jacoss et al., (2002). Os
dados de identificacdo, forma anatémica, estadiamento, imunofendtipo
e graus de malignidade de todos os animais estudados encontram-se no

anexo 02.

3.3. Técnica Citopatoldgica e Processamento das Amostras

Os preparados citolégicos obtidos pelo método da PAAF dos caes
diagnosticados com linfoma foram utilizadas para classificacdo citologica
e imunocitoquimica dos linfomas caninos (Suzano, 2004), bem como
para estudo morfométrico, determinacdo do indice de proliferacédo
celular por meio da técnica citoquimica de AgNor e lesdao do DNA

através do teste do cometa.
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Para tais procedimentos, foram utilizadas seringas de 10ml e
agulhas descartaveis de até 22G, acopladas ao citoaspirador de Valeri.
Apés a anti-sepsia da regido, foi realizada a puncdo local seguida da
aplicacdo de pressao negativa, fazendo-se o0 reposicionamento da
agulha “em leque” sem que a mesma saisse do tecido. Ato continuo, a
pressdo negativa era relaxada e a agulha retirada da massa e
desacoplada da seringa, aspirando para dentro da mesma volume de ar
suficiente para expulsar o conteudo da agulha sobre laminas de
microscopia com extremidade fosca, procedendo-se a extensao do
material (COWEL & TYLER, 1989). Imediatamente apds a PAAF, pelo
menos 10 laminas ainda Umidas eram imersas em etanol 95% para
coloracdo pelo método de Shorr, AgNor, enquanto outras duas eram
deixadas secar ao ar, fixadas em metanol e coradas pelo método de

Giemsa, para a diagndstico citomorfolégico.

Uma segunda puncéo era realizada e a amostra celular obtida
era suspensa em ependorf contendo 1,5ml de PBS livre de Ca™™ e Mg™ ™
Foi também colhido 1ml de sangue em vacutainers contendo EDTA.
Todo esse material era imediatamente acondicionado em gelo e

protegido da luz, requisitos fundamentais e necessarios para confeccao

das laminas para o teste do cometa.
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3.4. Processamento Histoldgico

Os fragmentos colhidos e devidamente identificados foram
fixados em formalina neutra tamponada a 10%. Em seguida foram
submetidos aos procedimentos de rotina histolégica e incluidos em
parafina. Os cortes com espessura de 3um foram corados pelo método
de Hematoxilina & Eosina (LUNA, 1968) e examinados ao microscopio

Optico.

As amostras da medula 6ssea foram retiradas da crista iliaca.
Esse material foi fixado em formol neutro tamponado 10% por 48h e
posteriormente submetido ao processo de descalcificacdo em acido
formico. Uma vez descalcificadas, as amostras foram processadas

seguindo os mesmos procedimentos anteriores.

Todos os casos de linfomas foram classificados de acordo com o
esquema proposto por Kiel (LENNERT & FELLER, 1990), pela classificacédo
elaborada pelo Nacional Cancer Institute - Working Formulation (NCI-
WF, 1982) e com a Classificacdo apresentada por FOURNEL-FLEURY, et al.,

(1994) para os linfomas dos céaes.
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3.5. Imunofenotipagem dos linfomas

Os estudos da linhagem celulares dos linfomas foram realizados
utilizando-se as técnicas padronizadas no Laboratorio do Servi¢co de
Patologia Veterinaria da FMVZ, baseada na metodologia descrita por
Hsu et al, (1981), com algumas modificacdes e utilizando-se o seguinte
painel de anticorpos: Anti-CD3', Anti-CD4?, Anti-CD83, Anti-CD79a”.
Para os anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 foi utilizado o protocolo descrito
por Costa, (2000). Todos os anticorpos, com excec¢do do anticorpo anti-
CD3, foram diluidos em solucéo de 1% de albumina bovina® em solucéo

tampéao de Tris® (BSA).

Todos os anticorpos foram testados e padronizados em linfonodo
reativo de cdo. A padronizacdo obedeceu aos critérios descritos abaixo e

foram os mesmos para os casos de linfoma.

Um bloco de cada caso foi selecionado e cortes de 3um de

espessura foram colocados sobre laminas previamente desengorduradas

! Anti-CD3, policlonal, cédigo A0452, Dako Co, EUA

2 Anti-CD4, anti-cd0, monoclonal, codigo DH29A, VMRD Pullman, USA

® Anti-CD8®, anti-cdo0, monoclonal, codigo CADO46A, VMRD Pulman, USA
* Anti-CD79a*, monoclonal, cédigo HM57, Dako Co, USA

> albumin bovine, Sigma, cédigo A-7906, 100g

® TRIZMA base, D5637, Sigma Chemical Co, St. Louis, EUA
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e tratadas com solucdo de organosilano’ em &lcool absoluto. Os cortes
foram mantidos em estufa a 58°C, por 24horas e submetidos &
desparafinacdo em xilol seguida de reidratacdo através da imersdo das
lAminas em gradiente decrescente de alcool, até a concentracdo de
70%. Cada passagem ou banho foi feito com duracédo de cinco minutos,
até lavagem final com agua corrente por 10 minutos e dois banhos em

agua destilada com duracao de cinco minutos cada.

3.5.1. Blogueio da Peroxidase Enddégena

Foram utilizados trés tipos de blogqueios: o primeiro foi imerséao
do material em perdoxido de hidrogénio 3% em metanol, em duas
etapas com 15 minutos de duracao cada, seguido de lavagem em agua
corrente por 10 minutos e dois banhos com tampéo fosfato salino
(PBS), pH 7,6. Este tipo de bloqueio foi utilizado por CosTta, (2000) para
uso dos anticorpos anti-CD4 e anti-CD8. O segundo tipo foi a utilizagcédo
do peroxido de hidrogénio (20 volumes), diluido 1:1, em agua destilada
na hora do uso e ao abrigo da luz; e o terceiro utilizou-se perdxido de
hidrogénio (10 volumes), puro, em dois banhos de 15 minutos cada, ao
abrigo da luz, seguido de lavagem em agua corrente por 10 minutos. Os

resultados obtidos com os trés tipos de bloqueio foram semelhantes

’ 3-aminopropiltrietoxissilano, SIGMA, St. Louis, MO, USA, c6digoA3648
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para todos os anticorpos testados e devido a praticidade da operacéo,

optou-se pela utilizacdo do peréoxido de hidrogénio (10 volumes).

Dois tipos de solucdo tampédo para o banho das laminas foram
utilizados: o tampéao fosfato salino pH 7,6 (PBS), utilizado por COSTA,
(2000), e o tampao Tris, pH 7,2. A lavagem foi feita com tampao PBS
para os anticorpos CD4 e CD8 (CosTA, 2000) e tampéao Tris para o0s

anticorpos CD3 e CD 79a.

3.5.2. Recuperacao Antigénica

Para a recuperacdo antigénica foi utilizada a solucdo de EDTA
10pM, pH 8,0, previamente aquecida a 95°C, em banho-maria, durante
30 minutos. Apds bloqueio da peroxidase enddgena e lavagem em agua
corrente e solucdo tampao, as laminas acondicionadas em bercos
histolégicos eram colocadas em cubas contendo agua destilada pré-
aquecida (Imim 50Seg. ao micro-ondas, poténcia maxima), para evitar
o choque térmico. Em seguida, os bercos foram imersos em EDTA, pH

8,0 e deixado em banho-maria durante 30 minutos.
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Retirado do banho-maria, o material foi resfriado a temperatura
ambiente por 20 minutos, submetido a lavagem em agua corrente por
10 minutos e duas lavagens com tampao, cinco minutos cada. Em
seguida, para evitar marcacdes inespecificas, os cortes foram incubados
com o blogueador de avidina-biotina®, em camara umida a 37°C,
durante 15 minutos cada etapa. Apo6s incubacdo por 18h (overnight) em
geladeira (4°C), o material foi lavado com tamp&o em dois banhos de

cinco minutos.

3.5.3. Sistema de Deteccdo e Ampliacdo de Sinais/anticorpo
secundario

Para os anticorpos utilizados neste trabalho, foram testados os

seguintes sistemas: LSAB®, CSA'® e o EnVision'* .

® DAKO Biotin Blocking System, cédigo X0590, Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA

°® DAKO LSAB+ kit, peroxidase, codigo K0690. Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA

19 catalyzed Signal Amplification (CSA) System, codigo K1500. DakoCytomation Denmark A/S.
Glostrup, Dinamarca
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3.5.4. Revelacao e contracoloracao

Para a revelacao e visualizacdo da reacéo utilizou-se o cromogeno 3’-3’

diaminobenzidina®?

liquido, na diluicdo recomendada pelo fabricante,
com tempo variando entre 30 segundos a 1 minuto (Tabela 6), ao
abrigo da luz, seguindo-se a lavagem das laminas durante dez minutos
em agua corrente. A contracoloragado foi realizada com hematoxilina de
Harris por um minuto, seguindo-se de lavagem em agua corrente,

desidratacado progressiva em alcoois, diafanizacdo em xilol e montagem

em Permount®S.

' DakoCytomation EnVision + Dual Link System, Peroxidase. Cédigo K4061. Dako Corporation,
Carpinteria, CA, USA.

2 DAB liquido Dako. DakoCytomation. Carpinteria, CA, USA.

'3 Fischer, EUA.
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TABELA 5 - Painel dos anticorpos e etapas da técnica de
imunoistoquimica no utilizadas para imunofenotipagem

dos linfoma dos caes

ANTICORPO ANTI-CD3 ANTI-CD4 ANTI-CDS8 ANTI-CD79a

CLONE/CODIGO N1580 DH29A CAO46A HM57
TIPO policlonal monoclonal monoclonal monoclonal
CONCENTRACAO Pré-diluido 1:500 1:500 1:50
BLOQUEIO DA PEROXIDASE ENDOGENA (AGUA OXIGENADA 10 VOLUMES)
TEMPO ?x15 ?XlS 2x15 minutos 2x15 minutos
minutos minutos

RECUPERACAO ANTIGENICA

TAMPAO EDTA EDTA EDTA EDTA

PH 8,0 8,0 8,0 8,0

LocAL Banh_o— Banho-maria Banho-maria Banho-maria
maria

TEMPO 30 minutos 30 minutos 30 minutos 30 minutos

BLOQUEIO DA AVIDINA/BIOTINA

AVIDINA/ 2 x 15 min, 2 x 15 min, 2x15min, cada 2 x 15 min, cada
BIOTINA cada cada
LOCAL Camara umida Camara umida Camara Umida Camara Umida
TEMPERATURA 37°C 37°C 37°C 37°C
INCUBACAO
TEMPO overnigth overnigth overnigth overnigth
TEMPAERATUR 2°C 4°C 4°C 4°C

SISTEMA DE DETECCAO E AMPLIFICACAO

EnVision CSA CSA EnVision

CROMOGENO (DAB)
TEMPO 1 minuto 30 segundos 30 segundos 1 minuto
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3.6. Técnica de coloracao pela prata (AGNORS) para obtencdo do

indice de proliferacao celular dos linfomas

As laminas obtidas pela PAAF e armazenadas em etanol 95%
foram submetidas a hidratacdo progressiva por imersdo em etanol 70%
durante 15 minutos, seguido por imersao em agua deionizada por 10
minutos. Para a solubilizacdo das proteinas citoplasmaticas e melhoria
da qualidade da coloracdo, as laminas foram imersas em uma solucéo
de triton X-100'* a 0,5% em PBS, durante 15 minutos em temperatura
ambiente e apds, lavadas durante 10 minutos em &agua corrente,
adaptacdo modificada de VIDAL E MELO (1995). Este procedimento foi
acrescentado ao protocolo de coloragdo como uma medida para facilitar
a analise morfométrica, uma vez que a solubilizacdo de algumas
proteinas citoplasmaticas produz um fundo mais claro e com maior
contraste e definicdo das proteinas AgNors, além de tornar os nucleos

das células mais limpos e permeaveis a prata (Vidal, 1995).

As laminas foram coradas pelo método da prata coloidal descrito
por PLOTON et al. (1986). Esta técnica consiste da mistura de duas

partes de uma solucdo aquosa de prata’® a 50% com uma parte de uma

14 SIGMA-Aldrich. St. Louis, MO, USA.
1> Merck, codigo 1.01512.0100, 100g, Alemanha
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solucdo aquosa de gelatina'® a 2% em &agua deionizada com &cido
féormico a 1%. Para a diminuicdo dos depdsitos inespecificos de prata
sobre o material, adotou-se a coloragcdo com laminas invertidas. Um
mililitro da solucédo de prata coloidal era depositado sobre uma bandeja
de coloracdo de polipropileno e as laminas, com a face do material
voltada para baixo, eram depositadas sobre o corante. A bandeja era
mantida em estufa a 37°C por 12 a 15 minutos. Apds serem retiradas
da estufa, as laminas eram lavadas rapidamente em agua corrente para
tirar o excesso da prata e colocadas em cubas com alcool etilico
absoluto por cinco minutos. Em seguida, o material foi lavado em agua
corrente por cinco minutos e imerso no corante metil green por mais
cinco minutos. Em seguida, dois banhos de dois minutos cada em alcool
isopropilico, novamente mergulhados em alcool etilico absoluto por 40
segundos, diafanizadas em xilol para montagem com laminula e resina

sintétical’.

3.6.1. Avaliacao Quantitativa de AgNors

A avaliacdo quantitativa de AgNors, foi realizada por meio da

contagem direta dos pontos e da area de AgNors presentes no nucleo

de 100 células em cada caso analisado, utilizando-se o programa KS

'® Gelatina em po, Vetec, codigo 628, 500g.
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300'8. Para tal, as laminas foram observadas em microscépio 6ptico
Leica DMLD sob objetiva de imersdo (100x), acoplado a uma camera de
video (Sony - DXV151A), que envia as imagens para 0 monitor
(Siemens — Scenic Pro) equipado com software de analise de imagens
Zeiss: KS 300. A avaliagdo morfométrica foi realizada contornando-se
manualmente o0s pontos correspondentes aos AgNors presente no

nucleo utlizando-se caneta especifica, em mesa digitalizadora™®.

Os pontos de AgNors dispersos no nucleo foram contados e a sua
area medida, sendo determinado o numero médio de AgNors por
nudcleo, a area média de AgNor nuclear em cada uma das amostras. As
féormulas utilizadas para as medidas do AgNors se encontram descritas

na tabela 7.

TABELA 6 - Férmulas utilizadas para mensuracdes de AgNors

MEDIDA ROTULO FORMULA
Area média por ApNor Yarea AgNors nuclear/Zpontos de
ponto de AgNors P AgNors
Area média de A >area AgNors nuclear /numero de
. ANorNu .
AgNors/nucleo nucleos
Area medla do ANu Yarea nuclear /numero de nucleos
nucleo
Area relativa de A Area média de AgNors nuclear/area
ArNorNu L .
AgNors nuclear meédia nuclear

" Permount. Fisher Scientific, Fair Lawn, NS, USA.
'8 Media Cybernetics. Silver Spring, MD, USA.
19 Genius — Wizard Pen Series
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3.7. Estudo Morfométrico

Avaliacdo morfométrica foi realizada nos preparados citolégicos
obtidos pela PAAF e corados pelo método de May - Grunwald - Giemsa
(MGG). Foram medidas cem células tumorais por caso selecionadas
aleatoriamente e aferidos: tamanho e diametro do nudcleo e indice de
circunferéncia nuclear; tamanho e diametro do citoplasma e indice de

circunferéncia do citoplasma e relacdo nucleo:citoplasma.

As laminas foram analisadas ao microscopio 6ptico Leica DMLD
sob objetiva de imersao (100x), acoplado a uma camera de video (Sony
- DXV151A), que envia as imagens para o monitor (Siemens — Scenic
Pro) equipado com software de analise de imagens Zeiss: KS 300. A
avaliacdo morfométrica foi realizada contornando-se manualmente o
ndcleo e o citoplasma das células neoplasicas utlizando-se caneta

especifica, em mesa digitalizadora®.

% Genius — Wizard Pen Series
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3.8. Avaliac6es de Danos no DNA

3.8.1. Teste do Cometa

A técnica do teste do cometa utilizada no presente trabalho é a
descrita por SINGH et al. (1988), com modificacdes introduzidas por

SPEIT et al. (1996) e HARTMANN & SPEIT (1997).

Para avaliacdo dos casos de linfoma, o teste foi realizado
utilizando-se 1ml do sangue periférico com EDTA e do conteudo obtido
do aspirado de ceélulas neoplasicas dos linfonodos e/ou massas
extranodais dos animais acometidos pela neoplasia. O material colhido
foi imediatamente acondicionado em gelo e ao abrigo da luz, condicdes
necessarias para evitar dano no DNA das células por manuseio
inadequado.

O sangue utilizado para as laminas controle foi proveniente de
caes adultos clinicamente sadios e sem qualquer histérico de neoplasia,
colhido com anticoagulante?’, e acondicionado da mesma maneira
descrita para as células neoplasicas. A determinacédo da viabilidade das
amostras foi feita misturando-se 10l da suspensao de células com 10ul
do corante azul de tripan, seguindo-se a observacdo em camara de

newbauer. Foi considerada viavel a amostra que apresentou indice

2L EDTA.
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superior a 75% de células claras (sem absorcdo do corante). Todo

detalhamento da técnica encontra-se no Anexo 04.

ApOs a colheita das células e sua suspensdo em PBS livre de Ca™™*
e Mg*™" gelado e ao abrigo da luz, a amostra foi homogeneizada e 7,5l
da suspensao sao misturados a 120ul de agarose de baixo ponto de
fusdo (0,5%), misturados delicadamente, estendidos sobre lamina de
vidro pré-revestida com agarose normal, cobertos com laminula e
mantido a 4°C por cinco minutos para solidificacdo. Apds este periodo, a
laminula foi gentilmente retirada e as células foram lisadas através da
imersdo em solucdo de lise contendo NaCl, 2,5M, EDTA 100mM, Tris
10mM pH 10 e sarcosinato de sédio 2% (com Triton X-100 1% e DMSO
10% adicionados imediatamente antes do uso) por um periodo entre 24

horas e até sete dias a 4°C.

ApOs o periodo minimo de 24 horas na solucao de lise, as laminas
foram colocadas na cuba horizontal de eletroforese e deixadas em
repouso em solucédo alcalina (pH > 13) durante 20 minutos. ApOs este
periodo foram imediatamente submetidas a eletroforese por mais 20
minutos. Em cada corrida de eletroforese, além das laminas contendo
material proveniente dos animais com linfoma foram acrescidas duas
lAminas utilizadas para controle negativo e positivo contendo sangue do

animal sadio.
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O controle positivo das laminas contendo sangue dos animais
sadios foi conseguido mediante inducdo do dano no DNA das células
sanguineas por meio do tratamento da Iamina com agua oxigenada 100
UM a 4°C e deixada em repouso na geladeira durante cinco minutos

para posterior corrida.

Apoés a eletroforese, as laminas foram submetidas a trés banhos
com solucdo de neutralizacdo com duracdo de cinco minutos cada,
fixadas em etanol absoluto, coradas com brometo de etidio e analisadas

em microscopio de fluorescéncia.

Foram analisadas cincoenta células por amostra de cada animal
em microscépio de fluorescéncia®’, e as imagens dos cometas obtidas
foram avaliadas através de andlise de imagem digitalizada®®, no
Laboratério do Nucleo de Avaliacdo Toxicogenética e Cancerigena
(TOXICAN) do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da

Unesp, Campus de Botucatu.

2 Axiophot-Carl Zeiss, filtro de 516-560nm, barreira de filtro de 590nm e aumento
total de 400X)
3 Comet Assay Il, Perceptive Instruments, UK.
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3.9. Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo Departamento de Bioestatistica

do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus Botucatu, Sao Paulo.

As afericOes das médias de AgNor, avaliacdo morfométrica das
células neoplasicas em seus respectivos graus de malignidade foram
comparadas com a morfologia celular usando-se o0 teste né&o-
paramétrico de comparacdo por ranks Kruskal-Wallis, com nivel de
significancia p<0,05 e de Mann-Whitney, com nivel de significancia

p<0,05.

Para as variaveis quantitativas como o teste do cometa, 0s grupos
foram comparados em média pela utilizacdo de analise de variancia com
a aplicacdo do teste de Tukey (ZAR, 1996), de Mann-Whitney e o teste

de Spearman, com nivel de significancia p<0,05.
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4. RESULTADOS

Durante o periodo de marco de 2001 a novembro de 2004,
foram selecionados 66 casos com diagndstico inicial de linfoma obtido
através da PAAF. ApOs realizacdo dos testes imunoistoquimicos, 13
casos foram classificados como tumores de células redondas de
origem mesenquimal e foram excluidos de nossa casuistica por ndo

apresentarem imunomarcacao para os anticorpos testados.

Destes 53 casos incluidos em nosso trabalho, 25 casos
(47,16%) foram inicialmente utilizados por SuzaNo (2004) em seu
estudo sobre a classificacdo citoldégica e imunocitoquimica dos
linfomas nos cées. Ao compararmos o0s resultados obtidos entre
diagndstico citolégico e histolégico, verificou-se que houve
coincidéncia quanto a classificacdo citomorfolégica em 14 casos
(56%). Quando se comparou o indice de acerto para o grau de
malignidade dos linfomas, este indice atingiu 100% de acerto nos

casos estudados.
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4.1. Sobre os dados clinicos e achados de necropsia

Ao analisarmos os dados nas fichas dos animais, verificou-se
que a frequéncia de linfadenopatia, localizada ou generalizada,
encontrava-se presente em 43 animais (81,13%); 28 caes (52,83%)
apresentaram hepatomegalia e em 30 casos (56,60%) ficou

constatada esplenomegalia.

O comprometimento do mediastino ficou constatado em 21
animais (39,62%) e foi caracterizado por aumento somente do timo
nos casos de linfoma timico (quatro casos). Nos outros animais essa
alteracdo podia ser observada através do aumento dos linfonodos

mediastinicos e/ou efusao toracica.

Em 14 animais (26,41%) foi observada presenca de nddulos
cutaneos e subcutaneos, ulcerados ou ndo somente a necropsia, apos
verificarmos o comprometimento dos linfonodos internos, concluimos
tratar-se de linfoma multicéntrico com manifestacdo cutanea. Em dois
casos que nos chamou atencéo, verificou-se multiplas nodulacdes na
pele e infiltracdo de células neoplasicas no globo ocular em um; e no
outro, essas nodulacdes foram observadas concomitantemente na
pele e na musculatura cardiaca. Algumas alteracfes macroscopicas

podem ser observadas na figura 1(A a D).
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A: Céo, macho, SRD, oito anos. Linfoma na jungdo mucocutanea. Aumento de volume e ulceracéo
dos labios.

B: Cé&o, fémea, SRD, quatro anos. Pele. Linfoma multicéntrico com manifestagdo cutanea na
regido inguinal. A neoplasia apresenta-se em forma de placa (seta) e em forma de ndodulo
avermelhado e alopécico.

C: Cao, macho, pastor aleméo, cinco anos. Tonsilas. Linfoma multicéntrico. Acentuado aumento de
volume, congestao e hemorragia das tonsilas.

D: Céo, macho, SRD, cinco anos Figado. Linfoma multicéntrico. Disseminacdo da neoplasia em
forma de nodula¢des multiplas branco-amareladas (setas).
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Nos chamou também atencdo o grau de comprometimento da
musculatura. Em 15 animais (28,30%), o linfoma apresentou-se
disseminado em varios grupos musculares como os dos membros

anteriores e posteriores, intercostais, diafragma, lingua e masseter.

O perfil hematolégico dos animais estudados apresentava
variagOes diversas e inexpressivas, exceto em dois casos (3,77%)

nos quais foi patente a presenca de linfocitos atipicos no sangue.

4.2. Estadiamento dos Linfomas

Os dados clinicos e o resultados de exames auxiliares foram
extraidos dos prontuarios de cada animal e utilizados para
estabelecer o estadiamento clinico e a classificacdo anatémica dos
tumores de acordo com o protocolo recomendado pela World Health
Organization (WHO; TNM Classification of Tumors in Domestic

Animals, Geneva, 1980) e por JAcoss et al., (2002), respectivamente.

Para realizar tal intento fez-se necessario efetuar exame fisico,
perfil hematolégico, diagndéstico por imagem e puncdo de medula

O0ssea. Quando estes dados apresentavam-se incompletos nos
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prontuarios, tanto o estadiamento como a classificagdo anatdomica foi

realizada durante a necropsia.

Dos 53 animais utilizados no trabalho, foi possivel o
estadiamento clinico em 42 animais (79,24%). Nos 11 animais

restantes (20,76%), os dados foram obtidos durante a necropsia.

Nos chamou atencéo a inclusdo de 15 animais (28,30%), antes
inseridos principalmente nos estagios trés ou quatro, apds a
necropsia, passarem para 0 estagio cinco por constatarmos a
presenca de células neoplasicas na medula 6ssea (tabela 7 e figura

2).

Tabela 7 — Estadiamento clinico dos caes com linfoma de acordo com
0s padrdes estabelecidos pela World Health Organization

(WHO; TNM Classification of Tumors in Domestic Animals

ESTADIAMENTO NUMERO DE CASOS (%)
| 01 1,88

11 01 1,88
1 09 16,99
v 22 41,51
\% 20 37,74
TOTAL 53 100
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Estadiamento Clinico

25+

20+

15+

dignEnmvav

Figura 2 - Estadiamento clinico dos cdes com linfoma de acordo
com os padrdes estabelecidos pela World Health
Organization (WHO; TNM Classification of Tumors in

Domestic Animals).
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Com relacdo a classificagdo anatdbmica, 46 animais (86,79%)
apresentaram a forma multicéntrica, trés (5,66%) mostraram
acometimento de apenas um o6Orgdao — a forma solitaria — com
nodulacdo Unica ou multipla, localizada no rim, saco escrotal e baco.
E, por dltimo, tivemos quatro casos (7,54%) de localizacdo timica

(tabela 8 e figura 3).

Tabela 8 — Classificacdo anatémica dos cdes com linfoma de acordo

com os padrdes estabelecidos por Jacoss et al. (2002)

Forma anatémica Numero de casos (%)
Multicéntrica 46 86,79
Timica 04 7,55
Solitaria 03 5,66
TOTAL 53 100




Adriana W. de Pinho Pessoa Resultados 86

Classificacao anatémica

50

40-

30

20+

10

B Multicéntrica O Timica W Solitaria

FIGURA 3 - Classificacdo anatdmica dos cdes com linfoma, de acordo

com JAcoss et al., (2002)
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Quanto a distribuicdo dos animais por sexo pode ser melhor

evidenciada na tabela 9 e figura 4.

TABELA 9 — Classificacdo e distribuicao dos cdes com linfoma quanto

ao sexo

SEXO Numero de casos (%)
Fémeas 20 37,74%
Machos 33 62,26%
TOTAL 53 100

Distribuicdo por sexo

35
30-
25 -
20-
15-
10-

O Fémeas

@ Machos

Figura 4 - Classificacdo e distribuicdo dos cades com linfoma

guanto ao sexo
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Em nosso estudo, o maior numero de animais pertencia

ao grupo de animais sem racga definida - SRD (tabela 10 e figura 5).

TABELA 10 — Distribuicéo por raca dos cdes com linfoma

RACA NUMERO DE CASOS (%0)
SRD 19 35,85
Pastor Aleméao 09 16,99
Rottweiller 08 15,09
Boxer 06 11,32
Fila Brasileiro 02 3,77
Dog Alemao 02 3,77
Outras 07 13,21
TOTAL 53 100

Distribuicéo por raca dos 53 linfomas de céao

20+

15+

10

W SRD

O Pastor Alemao
@ Rottw eiller

O Boxer

O Fila Brasileiro
@ Dog Aleméo

O Outras

Figura 5 - Distribuicdo por raca dos caes com linfoma.

Considerando-se a

idade, a maior frequéncia de linfoma

(71,69%) foi observada nos animais entre seis a 10 anos (tabela 11 e

figura 6).
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Tabela 11 — Faixa etaria e idade média dos animais diagnosticados

com linfoma

FAIXA ETARIA Ndmero de casos (%)
< 1a5anos 09 16.98
6 a 10 anos 38 71,70
Acima de 11 anos 06 11,32
TOTAL 53 100
Média de idade dos animais 5,5 anos

Faixa etaria dos caes com linfoma

@m<1abanos
06 al0 anos
OAcimade 11 anos

Figura 6 - Faixa etaria dos cdes com linfoma
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4.3. Emprego das classificacOes de Kiel e Working Formulation
(WF) e de Fournel-Fleury et al.(1994) nos 53 casos de

linfomas ndo-Hodgkin nos céaes.

Todos os casos de linfoma foram classificados de acordo com o
esquema proposto por Kiel (LENNERT & FELLER, 1990), Working
Formulation do National Cancer Institute (NCI-WF, 1982) e a
classificacdo para os linfomas dos caes apresentados por Fournel-

Fleury, et al., (1994).

Ao se utilizar as classificacdes de Kiel e de FF para diagndésticos
das neoplasias estudadas foi observado a supremacia dos linfomas de
grau alto de malignidade (64,15%). Quando a classificacao da WF foi
aplicada a essas mesmas neoplasias, verificou-se a também
predominancia para os linfomas de grau alto (56,60%) seguido pelos

linfomas de grau intermediario (33,96%) (Tabelas 12 e 13).

Tabela 12 —Resultados das classificacOes citoistologicas dos linfomas

estabelecidos de acordo com os critérios de Kiel e FF

KIEL n (%0)
GRAU BAIXO 19 35,85
GRAU ALTO 34 64,15

TOTAL 53 100
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Tabela 13 - Resultados das classificacbes citoistolégicas dos

linfomas estabelecidos de acordo com os critérios da

WF
WEF n (%)
GRAU BAIXO 05 9,44
GRAU INTERMEDIARIO 18 33,96
GRAU ALTO 30 56,60
TOTAL 53 100

4.3.1. Caracteristicas citomorfoldgicas dos linfomas dos céaes
estudados, descritas de acordo com os padrdes estabelecidos
pela classificacdo de Kiel (LENNERT & FELLER, 1980) e seus
correspondentes nas classificacdo da Working Formulation
(WF - NCI, 1982) e FOURNEL-FLEURY et al. (1994 - FF)

4.3.1.1. Linfomas de Grau Baixo

e Linfoma Linfocitico: os linfécitos malignos sdo pequenos, nucleo
arredondado, cromatina densa e grosseira e citoplasma escasso.
Entre essa populacdo de pequenos linfécitos malignos pode
aparecer células linfocitdides maiores (pro-linfocitos), cuja

cromatina é mais abundante e o citoplasma é palido (Figura 7).
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WEF: linfoma linfocitico de baixo grau

FF: Linfoma Linfocitico

e Linfoma Centrocitico: composto por células de pequeno a médio
porte com nucleos irregulares e alguns clivados, cromatina
delicada e o nucléolo pequeno. O citoplasma nao é visivel (Figura
8).

WF: Essa entidade nao apresenta contrapartida na classificacao

Working Formulation. Foi agrupada no grupo dos linfomas difusos de

pequenas células clivadas de grau intermediario levando-se em

consideracdo a semelhanca das suas caracteristicas citomorfolégicas

com este tipo de linfoma (TeEsSkge, 1994; FOURNEL-FLEURY et al., 1997;

FOURNEL-FLEURY et al., 2002).

FF: Linfoma Centrocitico

e Linfoma Centrocitico-Centroblastico: normalmente  séo
compostos por dois tipos de células encontradas nos centros
germinais. O primeiro tipo e o predominante na neoplasia sao
células de tamanho pequeno a médio com nucleo anguloso ou
alongado ou ainda clivado, nucléolo n&do evidente e citoplasma
escasso e palido - centrdcitos. O segundo tipo, mas em minoria,

sdo os centroblastos. Caracterizam-se por serem arredondadas ou
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ovais, cromatina vesiculosa apresentando um a trés nucléolos nas
margens da membrana nuclear (Figura 9).
WEF: linfoma difuso de pequenas células clivadas de grau
intermediario.

FF: Linfoma Centrocitico-Centroblastico

e Linfoma de Células T pleomodrfico: apesar de ser composto por
células pleomodrficas, as células neoplasicas apresentam aspecto
relativamente mondtono. As células sdo geralmente pequenas com
citoplasma escasso e palido. Os nucleos séo irregulares e revelam
um lado concavo de aspecto serrilhado e o lado convexo liso. A
cromatina é moderadamente densa e o nucléolo é pequeno e Unico
(Figura 10).

WF: Essa entidade nao apresenta contrapartida na classificacao

Working Formulation. Foi agrupada no grupo dos linfomas difusos de

pequenas células clivadas de grau intermediario levando-se em

consideracdo a semelhanca das suas caracteristicas citomorfolégicas

com este tipo de linfoma (TeEsSkg, 1994; FOURNEL-FLEURY et al., 1997;

FOURNEL-FLEURY et al., 2002).

FF: Linfoma de Células T pleomorfico
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e Linfoma Linfoplasmacitico: também conhecido como
imunocitoma, é composto por maioria de linfécitos (até 90%) e o
restante por células linfoplasmocitdéides ou plasmadcitos que
apresentam citoplasma basofilico mais abundante (Figura 11).

WEF: linfoma linfocitico plasmocitdide de baixo grau

FF: Linfoma Linfoplasmacitico

e Linfoma de Zona T: caracterizada por excessiva proliferacdo de
linfécitos T e de imunoblastos T em meio variavel padrdes
celulares de transicao entre esses dois tipos de células. Os nucleos
dos linfocitos sdo na maioria monomaorficos com pequeno nucléolo
evidente. O citoplasma é escasso. Por vezes, estes linfécitos
apresentam citoplasma abundante e transparente (Clear Cells) e
se agrupam em pequenas areas facilmente distinguiveis dos
outros linfécitos (Figura 12).

WEF: linfoma difuso misto de pequenas e grandes células de grau

intermediario.

FF: Linfoma de Zona T
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4.3.1.2. Linfomas de Grau Alto

e Linfoma Imunoblastico: a grande maioria das células tumorais
sdo imunoblastos grandes e basofilicos com nucleo redondo ou
oval, nucléolo central grande e Unico, podendo também ser
observados nucléolos multiplos de tamanhos médios (Figuras 13).

WEF: linfoma imunoblastico de grau alto

FF: Linfoma Imunoblastico

e Linfoma Centroblastico: o tipo celular predominante se
caracteriza por possuir nucleo palido e arredondado com cromatina
delicada podendo apresentar de dois a quatro nucléolos de
tamanho médio e localizacdo periférica. O citoplasma pode ser
escasso ou abundante e palidamente basofilico. Observa-se
grande numero de figuras de mitoses (Figura 14).

WEF: linfoma de grandes células nao clivadas de grau intermediario.

FF: Linfoma Centroblastico

e Linfoma Linfoblastico: sdo compostos por células blasticas de
tamanhos médios com citoplasma escasso e basofilico e com

grande numero de figuras de mitoses. Os nudcleos com
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cromatina delicada podem apresentar-se arredondados,
indentados ou convolutos e podem mostrar de um a trés
nucléolos de tamanhos médios e basofilicos (Figura 15).

WEF: linfoma linfoblastico de grau alto.

FF: Linfoma Linfoblastico

e Linfoma de Grandes Células Anaplasico: o tumor é formado
por células que variam de grande a gigantes com citoplasma
abundante. O nudcleo varia de arredondado a irregular e a
cromatina é fina a moderadamente densa e pode conter poucos
nucléolos polimoérficos (Figura 16).

WF: Essa entidade nao apresenta contrapartida na classificacao
Working Formulation. Foi agrupada no grupo dos linfomas
imunoblasticos de grau alto levando-se em consideracdo a
semelhanca das suas caracteristicas citomorfolégicas com este tipo
de linfoma (Teske, 1994; FOURNEL-FLEURY et al., 1997; FOURNEL-FLEURY
et al., 2002).

FF: Linfoma de Grandes Células Anaplasico
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Figura 07 — Linfoma Linfocitico de grau baixo (Kiel e FF) equivalente ao

linfoma linfocitico também de grau baixo na WF. (H&E. Barra = 10um).

Figura 08 — Linfoma Centrocitico de grau baixo (Kiel e FF) equivalente ao
linfoma difuso de pequenas células clivadas de grau intermediario na WF.
(H&E. Barra = 10um).
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Figura 09 — Linfoma Centrocitico-centroblastico de grau baixo (Kiel e FF)
equivalente linfoma difuso de pequenas células clivadas de grau

intermediario na WF. (H&E. Barra = 10um).

Figura 10 — Linfoma de células T pleomdficas de grau baixo (Kiel e FF)
equivalente linfoma difuso de pequenas células clivadas de grau

intermediario na WF. (H&E. Barra = 10um).
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Figurall — Linfoma linfoplasmacitico (Kiel e FF) equivalente ao linfoma

linfoplasmocitdide de grau baixo na WF. (H&E. Barra = 10um).

Figura 12 — Linfoma de zona T (Kiel e FF) equivalente ao linfoma difuso
misto de pequenas e grandes células de grau intermediario na WF. (H&E.

Barra = 10um).
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Figura 13— Linfoma Imunoblastico de grau alto nas classificacdes de
Kiel, Fournel-Fleury et al. (1994) e Working Formulation. Infiltracdo na

medula dssea. Megacariécito (seta ). (H&E. Barra = 10um).

Figura 14 — Linfoma Centroblastico de grau alto (Kiel e FF) equivalente ao
linfoma de grandes células nao-clivadas de grau intermediario na WF.
(H&E. Barra = 10um).
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Figura 15— Linfoma Linfoblastico de grau alto nas classificacdes de Kiel,
Fournel-Fleury et al. (1994) e Working Formulation. Grande numero de

mitoses. (setas). (H&E. Barra = 10um).

Figura 16 — Linfoma de Grandes Células Anaplasico de grau alto (Kiel e
FF) equivalente ao linfoma imunoblastico de grau alto na WF. (H&E. Barra =
10um).
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4.4. Imunofenotipagem dos Linfomas

Apds a marcacado imunoistoquimica dos 53 animais portadores
de linfomas, 22 casos (41,5%) apresentaram imunorreatividade B
(CD79a+/CD3-), o0 mesmo numero observado para os linfomas com
imunofendtipo T (CD3+/CD79-). O numero de tumores apresentando
imunorreatividade tanto para B como para T (CD3+/CD79a+) foi
observada em nove casos (16,98%). Os detalhes destes resultados
utilizando-se as classificacOes propostas encontram-se nos Anexos

09, 10 ell.

Utilizando-se os esquemas de Kiel e FF, os resultados do grupo
de linfomas de grau baixo, foram o0s seguintes: dos 53 casos de
linfomas, 19 (35,84%) revelaram este tipo de padrao de malignidade.
Destes, sete (36,84%) sao de imunofendtipo B (CD79a+/CD3-), nove
(47,37%) com imunofenétipo T (CD3+/CD79a-) e trés (15,79%)

mostraram dupla imunomarcacao T/B (CD3+/CD79a+).

O tipo mais frequente de linfoma classificado como de grau
baixo, foi o linfoma de células T pleomoérfico, aparecendo em cinco
casos todos, logico, expressando o imunofendtipo T (CD3+/CD79a-),
seguido do tipo centrocitico, observado em quatro casos, sendo que

trés desses casos expressando imunorreatividade B (CD79a+/CD3-) e
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um caso com imunoexpressdao mista T/B (CD3+CD79a+). Esses

resultados podem ser observados na tabela 14.

Tabela 14- Correlacdo entre os graus de malignidade e
imunofenotipagem dos caes com linfoma utilizando-

se a classificacao de Kiel e FF

GRAUS MALIGNIDADE N°cAsos LINFOMAB LINFOMA T LINFOMA T/B

Grau baixo 19 o7 09 03
Grau alto 34 15 13 06
Total 53 22 22 09

Ainda quando observamos os 53 casos de linfoma estudados
neste trabalho, pode-se verificar que 34 casos (64,15%) sao linfomas
de grau alto, destes 15 casos (44,12%) com imunofendétipo B
(CD79a+/CD3-), 13 casos (38,24%) apresentando imunofendtipo T
(CD3+/CD79a-) e seis casos (17,64%) com ambos tipos de

imunorreatividade (CD79a+/CD3+) (tabela 14).

O tipo citoistologico de linfoma de grau alto mais freguente
entre os 53 casos estudados, de acordo com Kiel, foi o tipo
imunoblastico, aparecendo em 26 casos, sendo que nove
expressaram o imunofendtipo B (CD79a+/CD3-), 13 casos com
imunofendtipo T (CD3+/CD79a-); e quatro casos expressando ambos
imunofendtipos T/B (CD79a+/CD3+), seguido do linfoma tipo

centroblastico, observado em quatro casos, sendo que trés
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expressaram imunofenétipo B (CD79a+/CD3-) e um demonstrando

imunomarcacao B e T (CD3+/CD79a+) (figura 17).

16-
14
12 @ linfoma Baixo Grau B
@ linfoma Baixo Grau T
104 @ linfoma Baixo Grau T/B
8 |
O linfoma Alto Grau B
6 m linfoma Alto Grau T
4 a linfoma Alto Grau T/B
2 _
0

Figura 17 - Distribuicdo dos imunofendtipos e graus de
malignidade dos 53 casos de linfoma de acordo

com a classificacdo de Kiel e FF

Quando o sistema de classificacdo utilizado foi a WF, apenas
cinco (9,43%) dos 53 casos estudados foram agrupados como de
grau baixo de malignidade. Deste total, dois casos (40%) possuem
imunofenétipo B (CD79a+/CD3-) e dois casos (40%) foram

agrupados como tendo imunofenotipo T (CD3+/CD79a-) e apenas um
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caso (20%) de imunofendtipo com imunorreatividade positiva tanto

para B como para T (CD79a+/CD3+) (tabela 15).

Tabela 15 - correlacdo entre os graus de malignidade e
imunofenotipagem dos 53 linfomas caninos

utilizando-se a classificacdo da WF

GRAUS MALIGNIDADE N°cAsos LINFOMAB LINFOMA T LINFOMA T/B

Grau baixo 05 02 02 01
Grau intermediario 18 08 o7 03
Grau alto 30 12 13 05
Total 53 22 22 09

Dentre os tipos de linfomas mais frequentes classificados como
de grau baixo de malignidade na WF, dos cinco casos incluidos nesta
categoria, trés foram classificados como linfoma linfocitico e dois

casos foram classificados como linfoma linfocitico plasmocitéide

Quanto aos linfomas de grau intermediario, dos 53 casos

estudados, 18 caes (33,96%) apresentaram este tipo de padrao de
malignidade. Destes, oito (44,44%) apresentaram imunofendtipo B
(CD79a+/CD3-), sete (38,90%) imunofendétipo T (CD3+/CD79a-) e
trés (16,66%) apresentaram imunorreatividade tanto para B como

para T (CD79a+/CD3+).

Dentre os linfomas de grau intermediario, o linfoma do tipo

difuso de pequenas células clivadas foi o mais frequente,
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diagnosticado em 11 casos estudados, sendo cinco com
imunofendtipo B (CD79a+/CD3-), o mesmo numero de casos
apresentando imunofenétipo T (CD3+/CD79a-), e um caso com

imunomarcacao positiva para B e para T (CD79a+/CD3+).

Entre os 53 casos de linfomas deste estudo, 30 (56,60%) casos

se enquadraram no grau alto de malignidade pela WF, sendo que 12

(40%) apresentaram imunofendtipo B (CD79a+/CD3-), 13 casos
(43,33%) imunofendétipo T (CD3+/CD79a-) e cinco casos (16,67%)

apresentaram imunofendétipo T/B (CD79a+/CD3+).

Dentre os linfomas de grau alto, o mais frequente foi o tipo
imunoblastico, evidenciado em 27 casos, sendo 10 apresentando
imunofendtipo B (CD79a+/CD3-), 13 com imunofendtipo T
(CD3+/CD79a-) e quatro com imunomarcagao tanto para B como

para T (CD79a+/CD3+) (figura 18).
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14+
124 m linfoma Baixo Grau B
O linfoma Baixo Grau T
107 @ linfoma Baixo Grau T/B
8,
@ linfoma Grau intermediéario B
6- O linfoma Grau intermediario T
@ linfoma Grau intermediario T/B
4,
M linfoma Alto Grau B
2 M linfoma Alto Grau T
0 O linfoma Alto Grau T/B
Figura 18 - Distribuicdo dos imunofendtipos e graus de

malignidade dos 53 casos de linfoma de acordo

com a classificacdo da WF

As classificaces citoistolégicas e seus respectivos
imunofendtipos mediante o uso das classificacdo de Kiel e WF podem

ser observados nos Anexos 05 e 06.
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Dentre as subpopulagbes de linfécitos T observadas neste
estudo, expressao positiva para os anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 foi
observada em 28 casos (52,83%). O imunofendtipo (CD4+CD8-) foi
observado em 13 casos; houve expressdao do imunofendtipo
(CD8+CD4-) em 10 casos e em cinco casos, houve imunoexpressao
dos dois imunofendtipos. Os dados encontram-se sumariados na

tabela 16.

Tabela 16 - correlacdo citomorfolégica e expressao dos anticorpos
anti-CD4 e anti-CD8 dos 53 linfomas caninos utilizando-

se a classificacao de Kiel

NUmero de casos de:

GRAU/TIPO DE TUMOR NC
casos (CD4+CD8+) (CD4+CDS8-) (CD4-CD8+)

GRAU BAIXO

Células T pleomorfico 05 02 02 01
Centrocitico 04 01 00 00
Centrocitico-centroblastico 03 00 00 01
Linfocitico 03 00 01 00
Linfoplasmacitico 02 00 01 00
Linfoma de Zona T 02 00 00 02
GRAU ALTO

Imunoblastico 26 03 08 06
centroblastico 04 00 00 00
Linfoblastico 03 00 01 00
Dif. grandes cél. anaplasico 01 00 00 00

TOTAL 53 05 13 10
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Figura19 — Linfoma de células T pleomdfico de grau baixo (Kiel e FF)
apresentando intensa imunomarcacdo de membrana CD3+ (EnVision,

cromogeno DAB, contracoloracdo pela hematoxilina de Harris. (Barra =

10um).

Figura 20 — Linfoma Linfoplasmacitico de grau baixo (Kiel e FF). Manguito
perivascular no sistema nervoso central com imunomarcacdo de membrana

CD79a+. (EnVision, cromdgeno DAB, contracoloracdo pela hematoxilina de

Harris. (Barra = 10um).
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Figura2l - Linfoma Imunoblastico de grau alto (Kiel e FF).
Subpopulacdes de linfécitos T neoplasicos apresentando imunomarcacao
de membrana CD4+ (CSA, cromégeno DAB, contracoloracdo pela

hematoxilina de Harris. (Barra = 10um).

Figura 22 — Linfoma de Zona T de grau baixo (Kiel e FF). Subpopula¢des
de linfocitos T neoplasicos apresentando imunomarcacdo de membrana

CD8+ (CSA, cromégeno DAB, contracoloracdo pela hematoxilina de Harris.

(Barra = 10um).
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4.4. Avaliacao Qualitativa e Quantitativa de AgNORs

Dos 53 casos de linfomas, as Regides Organizadoras
Nucleolares coradas pela técnica de PLoToN et al., (1986) foram
nitidamente analisados em 29 preparados citolégicos. Os demais
foram excluidos devido a baixa qualidade do esfregaco, inviabilizando
a avaliacdo. A classificacao e a definicdo dos graus de malignidade de
cada caso foram realizadas posteriormente por meio da analise

histopatoldgica.

De acordo com a classificacdo de Kiel e WF, dentre 29 casos de
linfomas analisados pelo método de AgNor, 22 (75,86%) foram
classificados como de grau alto e sete casos (24,14%) como de grau
baixo. A maioria dos linfomas apresentou imunofendtipo T

(CD3+/CD79a-).

De acordo com a classificacao da WF, dos 29 casos analisados
pelo método de AgNor, 18 (62,07%) foram de grau alto, oito
(27,59%) foram enquadrados no grau intermediario e trés casos
(10,34%) foram classificados como de grau baixo. Diferentemente da
classificacao Kiel, o esquema da WF nos aponta maior niumero de

linfomas apresentando imunofendétipo B (CD79a+/CD3-).
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No presente estudo as AgNors apresentavam-se, na grande
maioria, como pequenos pontos escuros dispersos pelo nucleo,
correspondendo ao tipo Il de padrdo de distribuicdo descrito por
CROCKER & EGAN (1988) e foram mais frequentemente observadas nos
linfomas tipo imunoblastico de grau alto (Figuras 23 e 24).
Interessante observar que dentre os linfomas de grau alto pela
classificacdo de Kiel, notou-se a supremacia do linfoma tipo
imunoblastico. Algumas vezes se observava agregados marrons-
escuros unicos (figura 24), as vezes correspondendo a area nucleolar
e apresentando tamanho e forma variaveis. Diferente do outro tipo
de distribuicdo de AgNors, esse nao predominava especificamente em
nenhum padrao citomorfologico de linfoma neste estudo. Os valores

médios das medidas obtidas das células se encontram no Anexo 07.

Quando se fez a comparacdo entre as médias de AgNors por
ponto (ApNor) e area média dos nucleos (ANu), observou correlacéo
direta e positiva entre esses dois parametros (r’= 0,444 e P=
0,0158). Outra correlacdo positiva foi observada quando se comparou

(ApNor) com o numero de AgNors por nucleo (r’= 0,885 e P<0,005).
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Figura23 — Linfoma Imunoblastico de grau alto (Kiel e FF). Mdultiplos
AgNors (padréo de distribuicao tipo Il) espalhados nos nicleos das células

neoplésicas. Contracoloracdo por metil-green. (Barra = 10um).

v

\

Figura 24 Linfoma Imunoblastico de grau alto (Kiel e FF). Multiplos AgNors
(padrdo de distribuicdo tipo 1) espalhados nos nucleos das células
neoplasicas. Pode-se observar células com Unico e grande AgNor (setas).

Contracoloragéo por metil-green. (Barra = 10um).
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Quando se comparou a area média do nucleo (Anu) com o a
area de AgNor por nucleo (AnorNu), obteve-se correlacéo significativa

(r’= 0,457 e P<0,005).

4.5.1. Area média por ponto de AgNors

A area média de cada ponto de AgNors foi calculada a partir dos
dados gerados pela medicdo destes usando-se o sistema de analise
de imagens KS300. Embora nao tenha sido observada diferenca
estatisticamente significativa, as médias e/ou medianas dos
parametros apresentaram valores maiores para os linfomas de grau
alto em relacdo aos de grau baixo, levando-se em consideracdo os
tipos citoldgicos da classificacdo de Kiel. Estes resultados apresentam
mesmo comportamento quando levou-se em consideracdo a
classificacdo da WF. Nesta, as médias e medianas obtidas foram
maiores para os linfomas de grau alto seguidos pelos de grau
intermediario, sendo as menores médias atribuidas aos de grau
baixo. Excecado foi observada nos linfomas de grau baixo, cuja média

foi maior que o do grau intermediario (figuras 25 e 26)
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Area média por ponto AQNOR (um2)
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Classificagao Kiel
Figura 25 - Area média por ponto de AgNor (um?) observada nos

exames citolégicos dos 29 caes portadores de

linfoma, de acordo com a classificacdo de Kiel e FF
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Figura 26 - Area média por ponto de AgNor (um®) observada nos

exames citoldégicos dos 29 cdes portadores de linfoma,

de acordo com a classificacao da WF
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4.5.2. Area média de AgNors nuclear

Foram calculadas as areas médias de AgNors nuclear. As medidas das
areas de AgNors nucleolares foram excluidas do estudo porque néao
foi possivel determinar com clareza a area correspondente a essa
organela na maioria das amostras estudadas. Nao foi encontrada
diferenca estatistica entre os valores médios das areas de AgNors e
graus de malignidade dos tumores nas diferentes classificagcdes do

utilizadas (figuras 27 e 28).
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Alto grau Baixo grau O Mediana

Classificagao Kiel
Figura 27 — Area média de AgNors nuclear (um?) avaliado no exame
citologico de cades com linfoma de acordo com a

classificacao de Kiel e FF
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Figura 28 — Area média de AgNors nuclear (um?) avaliado no exame
citoléogico de cées com linfoma de acordo com a

classificacao da WF
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4.5.3 Area média relativa de AgNors nuclear

As areas meédias relativas de AgNors nucleares foram obtidas e
comparadas entre com o0s graus de malignidade da neoplasia em
cada classificacdo utilizada. Nao foi encontrada diferenca estatistica

entre os valores obtidos (figuras 29 e 30).
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Figura 29 — Area média relativa de AgNors nuclear (um?) avaliado no
exame citoldégico de cades com linfoma de acordo com a

classificacéo Kiel e FF
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Figura 30 — Area média relativa de AgNors nuclear (um?) avaliado no
exame citolégico de cades com linfoma de acordo com a

classificacdo da WF
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4.5.4. Area média do nucleo

Os valores médios das areas do nudcleo das células tumorais
foram calculados para melhor caracterizacdo entre os diferentes
graus de malignidade da neoplasia e seus valores encontram-se

expressos nas figuras 31 e 32.
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Figura 31 — Area média do nucleo (um?) avaliado no exame citolégico de

caes com linfoma de acordo com a classificacédo Kiel e FF
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Figura 32 - Area média do nucleo (pm?) avaliado no exame citolégico
dos 29 caes com linfoma de acordo com a classificacdo da

WF na coloracéo pelo AgNor
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4.5.5. Média numero de pontos de AgNors por célula

Determinou-se o numero de pontos de AgNor em cada nucleo
de célula com objetivo de se comparar os valores médios do numero
de AgNors entre os diferentes graus de malignidade com as

classificagOes utilizadas (figuras 33 e 34).
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Figura 33 — Area média do nimero de pontos de AgNor por célula
avaliado no exame citolégico de cdes com linfoma de

acordo com a classificacédo Kiel e FF
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Figura 34 — Area média do nimero de pontos de AgNor por célula
avaliado no exame citologico de caes com linfoma de acordo

com a classificacdo da WF
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4.5. Estudo Morfométrico

Avaliacdo morfométrica foi realizada nos preparados citoldgicos
obtidos pela PAAF e corados pelo método de May Grunwald Giemsa
(MGG). Dos 53 casos de linfomas estudados, o estudo morfométrico
foi realizado em 40. Os demais foram descartados devido a baixa
qualidade do material presente nos esfregacos. A definicdo dos graus
de malignidade de cada caso foi realizada posteriormente pela

histopatologia.

Foram medidas cem células tumorais por caso selecionadas
aleatoriamente e aferidos: tamanho e diametro do nucleo e indice de
circunferéncia nuclear; tamanho e diametro do citoplasma e indice de
circunferéncia do citoplasma e relacdo nucleo/citoplasma. Os dados
obtidos foram analisados em microscopio de luz adaptado ao

analisador de imagens KS300?, sob objetiva de 100x.

Embora ndo tenha sido observada diferenca estatisticamente
significativa, as médias dos parametros apresentaram valores
maiores para os linfomas de grau alto em relacdo aos de grau baixo,
levando-se em consideracdo os tipos citolégicos da classificacdo de

Kiel e FF. Estes resultados apresentam mesmo comportamento
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quando levou-se em consideracdo a classificacdo da WF. Nesta, as
médias obtidas foram maiores para os linfomas de grau alto seguidos
pelos de grau intermediario, sendo as menores meédias atribuidas aos
de grau baixo. As médias de cada caso encontram-se no Anexo 03 e

expressos nas figuras 35 a 40.
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Figura 35 — Area média do nucleo e citoplasma (um?) das células

neoplasicas de acordo com a classificacao de Kiel e FF

2 Analisador de imagem KS300.
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Figura 36 — Area média do nucleo e citoplasma (um?®) das células

neoplasicas de acordo com a classificagdo da WF
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Figura 37 — Média do didmetro nuclear e citoplasmatico das células

neoplasicas de acordo com a classificacao de Kiel e FF
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Figura 38— Média do diametro nuclear e citoplasmatico das células

neoplasicas de acordo com a classificacao da WF
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Figura 39 — Relacdo nucleo:citoplasma das células neoplasicas de

acordo com a classificacédo de Kiel e FF
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Figura 40 — Relacdo nucleo:citoplasma das células neoplasicas de

acordo com a classificacdo da WF
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4.7. Teste do Cometa para avaliar os danos no DNA das células

de linfoma dos caes

De 29 caes utilizados para o teste do cometa foram
conseguidas 44 amostras. Deste numero, conseguiu-se pareamento
das amostras de sangue e de células do tumor em 15 caes,
perfazendo total de 30 amostras. As demais, nove provenientes do
tumor e cinco do sangue foram também analisadas e seus resultados
incorporados ao numero de amostras. A discriminacdo de todos os
dados e os valores obtidos para o teste do cometa encontram-se no

Anexo 08.

Toda analise e avaliacdo dos dados do teste do cometa foram
realizadas as cegas. O tipo morfolégico de cada tumor so6 foi definido
posteriormente por meio do exame citolégico corado pela técnica de

Giemsa e classificados de acordo com os esquemas de Kiel e WF.

As figuras 41 e 42 apresentam sumariados os tipos e totais das
amostras utilizados para o estudo do cometa, apds avaliacdo

citologica dos tumores utilizando-se os esquemas de Kiel e da WF.



Adriana W. de Pinho Pessoa Resultados 133

Figura 41 —Distribuicdo das amostras de sangue e de massa tumoral
dos linfomas dos caes utilizadas para realizar o estudo

do teste do cometa classificados de acordo com Kiel e FF

GRAU BAIXO GRAU ALTO TOTAL
N° amostras de sangue 06 14 20
N° amostras de tumor 05 19 24

Figura 42 — Distribuicdo das amostras de sangue e da massa
tumoral dos linfomas dos caes utilizadas para realizar o

estudo do teste do cometa classificados de acordo com

WEF.
GRAU GRAU GRAU
i ToTAL
BAIxo INTERMEDIARIO  ALTO
N° amostras de sangue 00 09 11 20
N° amostras de tumor 01 07 16 24

O teste do cometa é uma técnica sensivel para detectar danos
no DNA em células individualizadas. As células sdo submetidas ao
processo de eletroforese com objetivo de “arrastar” o DNA da célula
em direcdo ao anodo, gracas a sua carga negativa. Desse modo, o
DNA danificado migra para longe do nucledide. ApdGs coloracdo com

corante fluorescente especifico para o DNA, o que se observa é a
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formacdo de uma figura semelhante a um “cometa”, o que levou

OLive (1989) a sugerir o nome “comet assay”.

Para interpretacdo desses resultados, o “cometa” é dividido em
cabeca e cauda. Assim, células sem nenhum ou que apresentam
pouco dano no DNA ndo exibem cauda e permanecem semelhantes
aos nucledies; células com danos expressivos no DNA apresentam
caudas maiores. A avaliacdo desses efeitos nas células foram
mensurados através de sistemas de analise de imagens

automatizados.

O parametro de avaliagcao utilizado em nosso trabalho foi o “tail
moment” que corresponde a quantidade de DNA danificado nas
células neoplasicas. Ao observarmos os resultados provenientes tanto
dos casos de sangue e massa tumoral pareados como da analise do
sangue e do tumor individuais, n&o apresentaram diferencas
estatisticas ao comparar os graus de malignidade com maior dano no

DNA ou maior cauda de cometa.

Quando comparamos os resultados do total das amostras de
sangue dos animais portadores de linfoma pela classificacdo de Kiel,
14 casos (70%) apresentam graus de malignidade alto e seis casos

(30%) de grau baixo. Quando se aplica o esquema da WF, 11 casos
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(55%) sado de grau alto e nove casos (45%) sédo de grau

intermediario.

Quando comparamos os resultados do total das amostras de
massa tumoral dos animais portadores de linfoma pela classificacdo
de Kiel, 19 casos (79,17%) apresentam graus alto e cinco casos
(20,83%) grau baixo de malignidade. Quando se aplica o esquema da
WF, 16 casos (66,67%) sao de grau alto, sete casos (29,17%) sao de
grau intermediario e apenas um (4,16%) de grau baixo. Maiores

detalhes podem ser observados na figura 43.

Figura 43 Distribuicdo das amostras de sangue e da massa tumoral
proveniente dos caes portadores de linfoma e utilizadas
no teste do cometa, classificados de acordo com os

esquemas de Kiel e WF.

Total de Amostras e (%) no:

Sangue Massa
KIEL
Grau Alto 14 (70%) 19 (79,17%)
Grau Baixo 06 (30%) 05 (20,83%)
WF
Grau Alto 11 (55%) 16 (66,67%)
Grau Intermediario 09 (45%) 07 (29,17%)
Grau Baixo 00 01 (4,16%)
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Os resultados podem ser melhor visualizados observando-se as

figuras 44 a 49.
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Figura 44 —Avaliacdo de dano no DNA ou Tail moment (TM) das
amostras de sangue e massa tumoral dos linfomas dos
caes utilizadas para realizar o estudo do teste do cometa

classificados de acordo com Kiel e FF
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Figura 45 —Avaliacdo de dano no DNA ou Tail moment (TM) das
amostras de sangue e massa tumoral dos linfomas dos
caes utilizadas para realizar o estudo do teste do cometa

classificados de acordo da WF
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TM massas (L) = -31.811+0.326*x+eps
TM sangue (R) = 0.4+0*x+eps
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Figura 46 — Avaliacdo de dano no DNA ou Tail moment (TM) das

amostras pareadas de sangue e massa tumoral dos
linfomas dos caes utilizadas para realizar o estudo do

teste do cometa classificados de acordo com Kiel e FF
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TM massas (L) = -8.263+0.096*x+eps
TM sangue (R) = 0.4+0*x+eps
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Figura 47 — Avaliagdo de dano no DNA ou Tail moment (TM) das
amostras pareadas de sangue e massa tumoral dos
linfomas dos céaes utilizadas para realizar o estudo do
teste do cometa classificados de acordo com a

classificacdo da WF
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Figura 48 — Linfoma linfoblastico de grau alto (Kiel e FF). Células
neoplasicas de linfonodo visualizadas em microscopio de fluorescéncia

formando cometas com tamanhos diferentes de cauda.

Figura 49 — Células individualizadas do sangue de cdo portador de
linfoma visualizadas em microscépio de fluorescéncia. As formacdes das

caudas de cometa s&o incipientes.
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5. DISCUSSAO

Recentes avancos nas areas da imunologia, genética e da
biologia molecular tém ampliado significativamente o estudo e a
compreensao dos linfomas. Esses avangos associados com o0
aperfeicoamento das classificacoes morfolégicas vém contribuindo
para diagndsticos mais precisos e protocolos terapéuticos mais
efetivos (GReeNLEE et al., 1990). Melhorias na terapéutica dessa
doenca estdo na dependéncia direta de modelos experimentais bem
caracterizados para tais modalidades e, de acordo com FOURNEL-
FLEURY et al, (1997) o linfomas dos cdes é um excelente modelo para

essa doenca no homem

Os achados histomorfoldégicos observados nos 53 linfomas de
caes utilizados neste estudo estdo de acordo com as caracteristicas
celulares estabelecidas pela classificacdo de Kiel e seus
correspondentes nos esquemas da WF e de FOURNEL-FLEURY et al.,

(1994).

Dos 53 casos de linfomas incluidos neste trabalho, 25 casos
(47,16%) foram inicialmente utilizados por SuzaNo (2004) em seu

estudo sobre a classificacdo citolégica e imunocitoquimica dos



Adriana W. de Pinho Pessoa Discussio 134

linfomas nos cdes. Ao compararmos o0s resultados obtidos entre o
diagnéstico citolégico obtido pela PAAF e o diagndstico histoldgico,
verificou-se que houve paridade quanto a classificacao
citomorfologica em 14 casos (56%). Quando essa comparacgao foi
feita observando-se os graus de malignidade dessas neoplasias o
indice de acerto foi de 100% nos casos estudados. Assim, apesar do
tipo celular da neoplasia determinado nos dois tipos de exames
diferir, essa divergéncia ndo alterou o grau de malignidade, que € um
importante critério para o0 estabelecimento dos protocolos de
tratamento e do comportamento biolégico do tumor. Essa
discrepancia nos resultados pode ser atribuida, pelo menos em parte,
aos diferentes esquemas de classificagcdes utilizadas. Sobre isso,
Fournel-Fleury et al., (1997), explicam que o fato da classificagcdo dos
linfomas do caes serem baseadas nas diferentes classificacdbes dos
linfomas para a espécie humana, torna-se comum a ocorréncia de
diferentes subtipos morfologicos tantos nos estudos puramente
morfolégicos como citoistologicos (ApLLEBAUM et al., 1984; DELVERDIER
et al., 1988; CARTER et al., 1986). Essa mesma dificuldade ja foi
relatada por outros autores (GREENLEE et al., 1990; TeESkE et al, 1994;

FOURNEL-FLEURY et al, 1997, JAcoss et al., 2002).
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5.1. Estadiamento dos Linfomas

Para estabelecer o estadiamento dos linfomas é necessario
realizar exame clinico do animal e sdo considerados o estado geral,
doencas oportunistas, sindromes paraneoplasicas e localizacdo das
massas. E um importante dado no progndstico e na determinacéo do
tipo de tratamento a ser aplicado em pacientes humanos portadores
desse tipo de neoplasia (LIEBERMAN et al., 1986). Nos caes, o
estabelecimento do estadio auxilia no planejamento e na avaliacao
dos resultados do protocolo de tratamento, no estabelecimento do
prognostico, além de permitir a comparacdo entre diferentes
tratamentos de um mesmo tipo de neoplasia (VONDERHAAR &
MORRISON, 1998). Neste trabalho, a maior prevaléncia de casos foi
constatado nos estagios IV (22 casos — 41,50%) e V (20 casos —
37,73%). Estes resultados estdo em concordancia com GREENLEE et
al., (1990), Teske (1994c), VONDERHAAR & MORRISON, (1998), SEQUEIRA
et al., 1999, DEMoOURA, (2000), que afirmam gue o maior numero de
casos observados nos estadios Ill, IV e V, sdo diagnosticados com
maior frequéncia porque os estadios | e Il dificilmente sdo percebidos
pelos proprietarios. Além disso, a incidéncia significativa do estadio V
em nosso estudo deveu-se a coleta da medula 6ssea durante a
realizacdo da necropsia, uma vez que raramente este exame era feito

durante a avaliacao clinica do animal.
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A apresentacdo anatbmica dos linfomas é variavel e tem
influéncia no quadro clinico do animal (SEQUEIRA et al., 1999).
Observando-se as caracteristicas clinicas e anatomopatolégicas pode-
se verificar que a forma multicéntrica foi a mais fregiiente em nosso
estudo (86,79%) e envolvia principalmente alteracbes como
linfadenopatia generalizada, hepatomegalia (52,38%) e
esplenomegalia (56,60%), achados esses compativeis com a
literatura pertinente (TeEske et al., 1994a; CANIATTI et al., 1996;
FOURNEL-FLEURY et al., 1997a; DEMoOURA, 2000; FOURNEL-FLEURY et al.,
2002; Suelro et al., 2004 e SuzaNo, 2004). Apesar do elevado
namero de animais que apresentaram comprometimento mediastinal
(21 casos — 39,62%), a forma timica foi observada em quatro casos
(7,54%) aparecendo como a segunda forma anatdmica mais
frequente em nosso estudo. Esse achado também foi observado por
SEQUEIRA et al., (1999) e Suzano (2004). Entretanto, isso difere das
observacdes de Jacoss et al., (2002) e DEMouRA (2000), que relatam
ser a forma timica a terceira e quarta formas, respectivamente, mais
frequentes nos linfomas dos céaes. Nos outros 17 animais (32,07%), o
comprometimento mediastinal foi caracterizado por aumento
generalizados dos linfonodos internos, inclusive dos mediastinicos
e/ou efuséo toracica.

Os linfomas cutaneos e solitarios ou extranodais sdo raros nos

caes (Jacoss et al., 2002). Em nosso estudo, 14 animais (26,41%)
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foram diagnosticados inicialmente como portadores de linfoma
cutdaneo através da PAAF. Entretanto, & necropsia, esses animais
foram incluidos na forma multicéntrica por apresentarem

comprometimento de linfonodos internos e o6rgaos como baco e

figado.

Estudo retrospectivo elaborado por DeEMoura (2000), a
frequéncia de linfomas cutaneos foi de 10,2% em 98 animais
portadores dessa neoplasia. Como essa entidade é rara (JAcoBs et al.,
2002) e n&o foi evidenciado microscopicamente 0s microabscessos de
Paultrier caracteristicos dos linfomas de pele, estes animais também
foram incluidos na forma multicéntrica. Os linfomas solitarios ou
extranodais foram evidenciados em trés casos (5,66%) e

apresentaram localizacdo renal, genital (testiculo) e baco.

Em nosso estudo houve predominancia do numero de céaes
machos (33 — 62,26%) sobre o de fémeas. Este achado também foi
observado por varios pesquisadores (RALLIS et al., 1992; SEQUEIRA et
al., 1999; DEMoOURA et al, 2001; SuUEIrRO et al., 2004 e SuzaNo, 2004).
Entretanto, a prevaléncia de fémeas foi comprovada nos estudos de
BACKGREN, (1965), VAN PELT & CONNOR, (1968) e TeSkE et al., (1994b).
Outros autores apontam indicios de que a incidéncia de linfoma seja
maior nas fémeas nao ovarioestectomizadas (PRIESTER & McKAay,

1980) e em machos orquiectomizados (VALLI, 1993), embora JAcoBs
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et al.,(2002) ndo considere que essa neoplasia sofra qualquer

influéncia do sexo do animal.

Quanto a influéncia das racas nos linfomas, verificou-se em
nosso estudo que a maior frequéncia ocorreu nos cdes sem raca
definida (SRD) de médio e grande porte (35,84%), seguida por caes
das racas pastor aleméo (09 casos — 16,98%), rottweiller (08 casos —
15,09%), boxer (06 casos — 11,32%), fila brasileiro e dog aleméo (02
casos cada — 3,77%). Relatos indicam que os caes da raca boxer
aparecem como animais de alto risco. Outras racas tidas como
predispostas ao aparecimento desse tipo de neoplasia sdo basset
hound, Sao Bernardo, bullmastif e rottweiller (TEske et al., 1994b,

VONDERHAAR & MORRISON, 1998; JAcoss et al., 2002).

Existem estudos anteriores sobre linfomas dos cdes envolvendo
a fregUéncia racial dessa populacdo na regido de Botucatu (SEQUEIRA
et al., 1999; DEMouURA et al., 2001 e Suzano, 2004). Como néo héa
dados sobre a composicao racial da populacdo canina nesta regidao e
porque no Brasil ha o predominio de animais sem raca definida
(SRD), que correspondem na realidade a uma mistura de racgas,
muito provavelmente as frequéncias observadas nestes estudos

estejam mais relacionadas a proporcao de cada raca na populacdo de
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caes da regido que a predisposicdo racial propriamente dita

influenciando o desenvolvimento da neoplasia.

O cancer é uma doenca degenerativa e caracteristica de
individuos mais velhos (CoTrRAN et al., 2002). Os animais portadores
de linfoma em nosso estudo foram agrupados por faixa etaria. A
meédia de idade dos animais acometidos foi de 5,5 anos. A maior
prevaléncia da neoplasia ocorreu nos animais com faixa etaria entre
seis a 10 anos (71,69%), seguida da faixa etaria acima de 11 anos
(11,32%). Com base nesses dados podemos afirmar que 83,01% dos
animais com linfoma neste trabalho tinham idade igual ou acima de
cinco anos. Esse resultado é também observado claramente na
literatura consultada, embora haja registro de animais bem jovens
portadores dessa doenca (VONDERHAAR & MORRISON 1998; SEQUEIRA et
al., 1999; DeMoura, 2000, Jacoss et al., 2002; SUEIRO et al., 2004 e

SuzaNoO et al, 2004).

5.2. Emprego das classificacOes de Kiel e Working Formulation

(WF) nos linfomas nao-Hodgkin nos caes.

No presente estudo, os 53 casos de linfoma foram classificados
de acordo com o esquema proposto por Kiel (LENNERT & FELLER, 1991)

e Working Formulation (NCI, 1982) e a classificacdo apresentada por
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FOURNEL-FLEURY, et al., (1994) para os linfomas dos caes (Anexos

09,10 e 11).

A supremacia dos linfomas de grau alto também foi observada
por varios autores (APPELBAUM et al., 1984; ParoDI et al., 1988;
GREENLEE et al, 1990, Teske, 1994; Teske & HEeerDE, 1996; Fournel-
Fleury et al., 1997), independentemente do esquema de classificacdo
utilizado. Em seu estudo retrospectivo sobre linfoma dos caes,
DEMoOURA (2000), ao utilizar a classificacdo da WF, encontrou
preponderancia do grau intermediario (52%) independente do
imunofendtipo do tumor. Ja SuzaNo (2004), utilizando a classificacdo
Kiel, encontrou maior frequéncia de tumores de grau alto (33,89%).
SUEIRO et al., (2004), utilizando a WHO para animais domésticos
(VALLI et al., 2002), encontrou indice de 72,72% para os linfomas do
tipo grande célula B e PoNncE et al., (2004) também observaram
supremacia dos tumores de grau alto em seus estudos utilizando a

classificacédo de Kiel.

Levando-se em consideracdo que a classificacdo de Kiel é
fundamentada no aspecto citomorfolégico e que os linfomas
foliculares s&o raros nos caes, GREENLEE et al., (1990) e FOURNEL-
FLEURY et al., (1997) acreditam que a utilizacdo da classificacdo da WF
para a espécie canina seja limitada. Talvez seja por isso que 0s

resultados obtidos por Teske et al., (1994) e DeEMoura (2000),
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utilizando a WF em seus estudos, demonstraram haver predominio de
linfomas de grau intermediario de malignidade. Isso parece ser, a luz
das evidéncias citomorfologicas, um resultado contraditorio.
Entretanto, conforme explica GREeNLEE et al., (1990), é possivel que
alguns linfomas difusos sejam inicialmente foliculares (a semelhanca
do que ocorre no homem) e que devido a rapida e difusa invasao das
células blasticas de origem folicular altamente proliferativas, tenham
progredido para tumores difusos mais agressivos antes do
diagnoéstico.

SOARES & ARIAS, (1999), mencionam a necessidade imperativa
da separacao dos linfomas por imunofendtipo e que é nesse ponto
que se fundamenta a classificacdo REAL e a classificacao de Kiel. Para
esses autores, como a WF nédo prevé essa separagao essa se tornou

uma das criticas mais fortes para a nao utilizacdo desse sistema.

5.3. Imunofenotipagem dos Linfomas

A identificacdo detalhada dos diferentes marcadores de
superficie e de citoplasma suporta a hipétese do paralelo entre célula
normal e célula linféide neoplasica, estas consideradas consequéncia
do bloqueio mais ou menos completo do processo de maturacao da
diferenciacdo linféide normal (DeLsoL et al., 1993; FOURNEL-FLEURY et

al., 1997).



Adriana W. de Pinho Pessoa Discussio 142

Infelizmente, o painel de anticorpos monoclonal e policlonal
disponiveis para identificacdo desses marcadores no cdo € ainda
pequeno e a padronizacao de alguns anticorpos espécie-especifico foi
realizado por CoBBOLD & METCALFE, (1994). Atualmente, existem
alguns anticorpos anti-cdo, porém a maioria especificos para
linhagens T (McKENzIE & FABRE, 1981; MOORE et al., 1990 e MOORE et
al., 1992). Além disso, sao anticorpos fora de Ilinha de

comercializacdo, o que torna menos disponiveis sua ampla utilizacao.

Essa dificuldade provavelmente pode explicar a disparidade nos
resultados dos primeiros estudos de imunofenotipagem dos linfomas
nos caes. Dentre os marcadores de linfécitos T, as moléculas de CD3,
CD5, CD4 e CD8 ja estao bem estabelecidas. Por outro lado, alguns
anticorpos originalmente assumidos como pan-T, o F3-20-7
(McKENzIE & FABRE, 1981) ou 0 CA1-4G8 (MOORE ET AL., 1990; TESKE et
al., 1994), ndo sdo reconhecidos como anticorpo especificos para a

linhagem T (CHABANNE, 1994).

Neste estudo, apds a marcacdo imunoistoquimica dos 53
animais portadores de linfomas, 22 casos (41,5%) apresentaram
imunorreatividade B (CD79+/CD3-), o mesmo numero observado
para os linfomas com imunofenétipo T (CD3+/CD79-). O numero de
tumores apresentando positividade tanto para B como para T

(CD3+/CD79a+) foi observada em nove casos (16,98%).
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Ao se avaliar os casos de linfoma e determinar seu imundtipo
deve-se realizar cuidadosa estimativa da populacdo celular que
compde o tecido. As neoplasias de células B podem apresentar
células positivas para linhagem T e essa marcacdo representar
populacéo original do 6rgéo linféide ou reacdo imunolégica do tecido
a neoplasia. O contrario também pode ser observado e nos linfomas
de células T podem ser evidenciados linfécitos de origem B presente

na massa neoplasica (CANIATTI et al., 1996).

Os resultados obtidos neste estudo revelam supremacia dos
linfomas de grau alto. Estudos anteriores utilizando-se as
classificacbes de Kiel e WF tém demonstrado que os linfomas nos
caes se apresentam, em sua maioria, como neoplasia de grandes
células e de imunofendtipo B (CD79a+/CD3-). (WELLER et al., 1980;
GREENLEE et al., 1990; Teske et al., 1994c; CANIATTI et al., 1996;

FOURNEL-FLEURY et al., 1990).

Neste estudo, na categoria de linfomas de grau alto, o tipo
imunoblastico apareceu com maior frequéncia (49,05%). Destes,
expressivo numero de casos (13,33%) manifestou imunofenétipo T
(CD3+/CD79-). Resultado diferente foi revelado por FOURNEL-FLEURY et
al., (1997), ao estudar 134 linfomas de cées. Todos os linfomas

imunoblasticos (20 casos — 14,9%) diagnosticados em seu trabalho
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apresentaram imunofendtipo B (CD79+/CD3). Essa diferenca pode
ser explicada, devido ao numero de anticorpos (11 no total) utilizados
em seu trabalho, pelo fato de que dos 11 anticorpos, sete eram
especificos para cdo e também devido a grande diversidade da
metodologia utilizada nas reacfes imunoistoquimicas entre os dois
trabalhos. Além disso, conforme salientam os proéprios autores, pode
haver perda da expressdo da molécula BCR nos linfomas associadas
com a diferenciacdo plasmacitica e a forte expressdo de clg, mesmo
a despeito do fato dessas moléculas serem expressas normalmente

nos plasmécitos durante sua diferenciagao.

No presente trabalho, 13 casos foram excluidos por nao
apresentarem imunomarcacao para 0s anticorpos testados e foram
classificados como tumores de células redondas de origem
mesenquimal. Para alguns autores, dificlmente um caso de linfoma
nao expressa o imunotipo T ou B (JAcoBs et al., 2002). Se isso
ocorre, provavelmente pode ser consequéncia da ma fixacdo do
material (MONTEIRO, 2003) ou por se tratarem de casos de linfoma
com imunofendtipo “nulo” (Teske et al., 1994c; Fournel-Fleury et al.,

1997; SUEIRO et al, 2004).

Este trabalho evidenciou co-expressdo dos imunotipos T/B
(CD3+/CD79a+) em 09 casos (16,98%), usando-se a classificacao de

Kiel, sendo trés casos de linfoma de grau baixo (5,66%) e em
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seis casos (11,32%) de linfoma de grau alto. Estudos anteriores
realizados por DEMourRA (2000) e Suzano (2004), também
encontraram expressao dupla em 7,14% e 7,90%, respectivamente.
APPLEBAUM et al., (1984) e GREENLEE et al., (1990) revelaram co-
expressao de antigenos de células T e imunoglobulinas de superficie
numa proporgédo relativamente alta de casos interpretados como
sendo de células B. FOURNEL-FLEURY et al., (1997), atribuiram esse
achado a uma possivel perda de especificidade dos marcadores
utilizados por esses autores. Entretanto, PiLozzi et al., (1988)
relataram co-expressdo em 10% de linfomas humanos e THOMAS et
al., (2001), encontraram co-expressao de antigenos de células B e T
em 95% das células neoplasicas no linfoma linfoblastico de grau alto.
Nao acreditamos que a co-expressao tenha sido resultado de possivel
perda de especificidade dos marcadores utilizados, como defende
FOURNEL-FLEURY et al, (1997), haja vista que todo nosso trabalho foi
realizado apds padronizacdo em linfonodo reativo de cdo, obtendo-se
excelentes resultados no padrdo de marcacdo para cada anticorpo
utilizado. Além do mais, como alertam GREENLEE et al., (1990), nem
todas os linfécitos B, como as células progenitoras, pré-linfocitos B e
plasmdécitos, expressam imunoglobulinas de superficie detectaveis na

imunoistoquimica.

Determinar a incidéncia e a evolucdo das véarias categorias de

linfomas T (CD3+/CD79a-) nos cdes € essencial para conduzir
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estudos epidemioldgico e estatisticos futuros e para investigar a
possibilidade de influéncia de agentes ambientais nas diferentes
categorias deste tipo de neoplasia (Fournel-Fleury et al., 2002).
Segundo TEeske, (1994c), os animais portadores de linfoma T
(CD3+/CD79a-), apresentam curso clinico variavel e prognéstico
desfavoravel e devem ser classificados como de alta malignidade
independentemente do seu tipo celular. Por isso a determinacao
precisa da imunofenotipagem € essencial para identificar as varias
categorias de linfomas tanto no homem como no animal quando se
utiliza as classificagdbes mais atuais para esta neoplasia. Os principais
marcadores utilizados na medicina humana para determinar as
linhagens dos linfécitos T - os antigenos pan-T - sdo 0s anticorpos
anti-CD2, anti-CD3, anti-CD5 e anti-CD7, além dos anticorpos
restritos aos timaocitos (CD1) ou ainda aqueles presentes nas células
linféides imaturas, como o (TdT) expresso pelos linfomas
linfoblasticos; aqueles antigenos definindo subpopulacdes de células T
(anti-CD4 e anti-CD8) séo expressos pelas populagdes de linfocitos T
periféricos (FOURNEL-FLEURY et al., 1997). Essas consideracdes sao
importantes porque algumas categorias de linfomas T no homem
expressam especificamente certos marcadores, como na mMmycosis
fungoides, a qual é essencialmente (CD4+), os linfomas pleomoérficos
que apresentam imunofendtipo (CD4+) mais que o (CD8+) e os
linfomas/leucemia de células T no adulto que normalmente é (CD4+).

Assim, a heterogeneidade dos linfomas de células T nos humanos é
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marcante e contribui para o diagnostico de subcategorias desses
linfomas. Infelizmente, o painel de anticorpos mono e policlonais dos
anticorpos disponiveis para a identificacdo destes marcadores no cao

€ ainda incompleto.

Neste estudo, os resultados obtidos com a expressao dos
marcadores CD4 e CD8 parecem ser equivalentes entre os linfomas
(CD4+CD8-) e (CD8+CD4-). Esse achado foi também semelhante ao
encontrado por FOURNEL-FLEURY et al., (1997). Entretanto existem
variacdes na expressdo entre as varias categorias de linfomas. Essa
variacdo, provavelmente, estad centralizada no tipo de marcador e
respectiva metodologia adotada. Apesar da utilizacdo em citometria
fluxo, o anticorpo utilizado neste estudo €é monoclonal e ja
apresentou resultados positivos em tecido de c&o incluido em
parafina (Costa et al., 2000). Provavelmente esforcos devem ser
envidados no sentido de evitar o background observado em muitos

casos de linfomas constatado em nosso estudo.
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5.4. Avaliacéo do indice de Proliferagcdo Celular por meio do

AgNor

Diversos autores tém utilizado a técnica do AgNor para
demonstrar que o numero de AgNor por nucleo pode ser utilizado
como indicador confiavel do grau de malignidade de linfomas n&o-
Hodgkin humano e animal (BETHWAITE et al., 1995; VAIL et al., 1995;
FREEMAN et al., 1997; KiurEL et al., 1998; MeJiia, 1988). Outros
pesquisadores tém utilizados essa técnica na histopatologia,
principalmente para diferenciar lesbes benignas e malignas e na
diferenciacdo dos tumores de grau baixo e alto de malignidade
(DErRENZINI et al,, 1989, QUEIROZ, 1996; CROCKER & NAR, 1997; SANTOS
et al., 1988). A validade da técnica estad fundamentada na correlacao
entre a frequéncia do AgNor com o comportamento clinico das
neoplasias para determinar seu valor progndstico (Bostock et al.,
1992; HAMELIN et al., 1995). A utilizacdo da técnica do AgNor em
preparados citolégicos para avaliar proliferacdo celular na medicina
veterinaria sdo escassos (VAIL et al., 1997; VAiDovICcH et al., 2004).
Neste tipo de procedimento, as etapas de esfregaco, fixacdo e
coloracdo sdo menos agressivas que aquelas observadas nos métodos
convencionais do procedimento histopatoldégico. Desse modo, o0s
danos ultraestruturais sao suaves e os AgNor, embora menores,

podem ser mais facilmente observados (VAiDoVICH et al., 2004).
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Neste estudo, a utilizacdo de amostras citolégicas coradas pelo
AgNor utilizando-se a técnica descrita por PLoTON et al., (1994) nao
foi satisfatoria pois foi frequente a observacdo de falsa coloracdo
positiva para AgNor devido a intensidade dos precipitados de prata
sobre os esfregacos. A modificacdo da técnica proposta por VIDAL et
al., (1994), acrescentando-se Triton X-100 para remocao de
proteinas citoplasméticas e nucleares somado ao uso de lamina
invertida foram alternativas satisfatérias porque produziram a
coloracdo desejada sem o inconveniente de background e

precipitados, permitindo boa avaliacdo e mensuracédo dos AgNors.

A PAAF de 6rgaos como o linfonodo neoplésico é altamente rico
em ceélulas. Mesmo realizando esfregaco dentro da técnica, muitas
vezes observa-se intenso aglomerado de células dificultando a
observacdo de seus contornos. Por isso, 0 uso da contra-coloracao
com o metyl-green foi implementada com objetivo de individualizar

os linfocitos neoplasicos para posterior mensuracgao.

O numero de células necessarios para mensuracdo do AgNor
descrito em grande parte dos estudos utilizando a técnica do AgNor
variam de 20 a 300 células. Entretanto KiuPEL et al., (1999),
referiram que nao houve diferenca nos resultados ao se medir 100,

200 ou 300 nos linfomas dos caes. Assim optamos por medir 100
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células por caso. A dificuldade de fazer as mensuracdes utilizando-se
o analisador de imagens esta na execuc¢ado, pois € bom lembrar que é
um trabalho exaustivo, pois se utilizou a marcacdo manual dos

pontos de AgNor em cada célula e ndo por densitometria.

Os resultados obtidos por esta coloracdo demonstram que o
padrdo de distribuicdo mais frequente de AgNors é do tipo Il e
correspondem aos linfomas de alto grau de malignidade. De acordo
com SHIRO et al., (1993) nos carcinomas hepatocelulares bem
diferenciados esse padrao de distribuicdo € menor. LORAND-METZE &
MeTze (1996) correlacionaram o padrdo de distribuicdo de AgNors
com a cinética celular em pacientes com leucemia crdnica, para
discriminar os pacientes como estaveis ou progressivos. Os autores
concluiram que os linfocitos apresentando maior quantidade de
aglomerado de AgNors era aqueles que representavam a fracao
celular responsavel pela proliferacdo neoplasica. Os pacientes com
mais de 13% de linfocitos com aglomerados de AgNors tinham
prognoéstico de leucemia progressiva. Os relatos sobre o assunto tém
mostrado que o numero de AgNors nos nucleos das células malignas
€ maior que 0 numero nas suas correspondentes normais,
hiperplasicas ou benignas e esta associado estritamente com a taxa
de duplicacdo celular (CROCKER & NAR, 1987; TRrRere et al., 1989;
DERENZINI & PLOTON, 1991; RABENHORST et al., 1996; VAJDOVICH et al.,

2004).
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Em nossa casuistica, apesar de ndo haver diferenca estatistica
(P>0,05) na correlacdo entre area média por ponto de AgNor no
nucleo e graus de malignidade nas classificacdes de Kiel e WF, essas
diferencas ocorreram e foram mais evidentes nos linfomas de grau
alto de malignidade. Os resultados obtidos apresentam importancia
biol6égica uma vez que corroboram com a literatura e evidenciam a
associacao entre o numero de AgNors e a atividade proliferativa das
células, pois os tumores de alto grau de malignidade em ambas as
classificagcbes apresentam quantidade maior de AgNors (Figuras 13 e
14) e padrao compativel com o descrito para as células pouco
diferenciadas (DERENZINI & PLOTON, 1991; GROTTO et al., 1991; LORAND-

METZE & METZE, 1996; SANTOS et al., , 1998).

O maior numero de AgNors nas células em proliferacdo pode
ser explicado pelo fato de que na fase G; ocorre sintese das proteinas
AgNors, as quais se acumulam no nucléolo onde pela associagdo com
genes ribossomais previamente localizados no espaco extranucleolar,
originam novos NORs. A associagcdo com as proteinas AgNors induz a
descondensacdo da cromatina ribossémica, evento necessario para
etapa seguinte de duplicacdo genética (HERNANDEZ-VERDUN et al.,

1981; DERENZINI & PLOTON, 1991; PLOTON, 1994).
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A area total de AgNors por nucleo é considerada como o
indicador quantitativo basico na avaliacdo dos AgNors segundo o
“Commitee on AgNors Qauntification” da “European Society of

Pathology” (AUBELE et al., 1994; OFNER & SCHMID, 1996).

Neste trabalho, embora a &rea total de AgNors tenha tido
resultados quantitativamente diferentes, essa diferenca nao foi
significativa (P>0,05) para os diferentes tipos citomorfolégicos
estudados. Interessante ressaltar que morfologicamente, o padrdo de
distribuicdo de AgNors nos tumores de grau alto caracterizou-se por
possuir estruturas menores, mais difusas e mais numerosas que,
segundo DERENZINI & PLOTON, (1991), VAIL et al., (1996); KIUPEL et al.,

(1998) sao caracteristicas das neoplasias mais malignas.

Em nossa casuistica, quando foi feita correlacdo entre area do
ndcleo com area média de AgNors, observou-se diferenca estatistica
entre essas variaveis (r’= 0,444 e P<0,05), significando que os
maiores nucleos das células neoplasicas tém areas de AgNors

maiores.

Alta correlacdo foi também observada quando se estimou a
area média por ponto de AgNor com o numero de pontos de AgNors
(r’= 0,885 e P<0,05) e a area do nucleo com o nimero de pontos de

AgNors (r’= 0,457 e P = 0,05). Com isso podemos inferir tanto que
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as células neoplasicas que possuem nucleos maiores apresentam
maior numero de pontos de AgNors e, consequentemente maior area
desses pontos, como também que quanto maior for a area do nucleo
da célula neoplasica, maior serd o numero de pontos. Esses achados
sdo perfeitamente compativeis com as observacbes morfoldgicas,
pois haviamos mencionado anteriormente que a maior quantidade de
numeros de pontos de AgNors foi observada nos linfomas de grau
alto, cujo tipo citomorfolégico predominante foi o linfoma tipo
imunoblastico, que €& constituido por células grandes com nucleo

redondo ou oval, nucléolo central grande e Unico.

5.5. Estudo morfométrico

Durante a década de 80, varios trabalhos na medicina humana
foram publicados utilizando a morfometria como ferramenta para
diagnoéstico. Segundo os autores, parametros morfométricos do
nucleo e citoplasma (incluindo o tamanho, forma, nimero e tamanho
do nucléolo) em LNH humanos de baixo e alto grau de malignidade
sado recursos que podem ser usados no diagnéstico histopatoldgico
(HAROSKE et al., 1984; VAN DER VALK et al., (1983b); DAwsey et al.,

1989; Roy et al., 1989;). VAN DER VALK et al., (1983) realizaram a
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caracterizacdo morfométrica de 52 linfomas ndo Hodgkin de células
B, utilizando os parametros de tamanho do ndcleo, area
citoplasmatica, taxa nucleo/citoplasma, indice de contorno nuclear,
tamanho do nucléolo, localizacdo do nucléolo dentro do nucleo
(nucléolo excéntrico) e a média do numero de nucléolo/nucleo por
lamina. Seus resultados indicaram que morfometria pode ser uma
técnica adicional ao diagndstico. Avaliar a importancia da utilizacéao
da morfometria nuclear de imagens em esfregacos de diferentes
grupos de células redondas foi a proposta de BrauMi et al., (2001).
Os autores concluiram que a morfometria nuclear de imagens néo foi
eficiente para diferenciar os diversos tumores de células redondas.
Mais recentemente, SAIKIA & SAIKIA, (2002) aliaram
imunofenotipagem de linfomas folicular nao Hodgkin e morfometria e
concluiram que os dados morfométricos obtidos n&o foram
estatisticamente significativos, sendo portanto, pouca utilidade no

diagnodstico.

Na medicina veterinaria ndo foram encontrados na literatura
dados utilizando a morfometria nos linfomas dos cdes. Em nosso
estudo, apesar de haver diferenca entre os dados morfométricos e os
graus de malignidade nas duas classificacbes utilizadas para os
linfomas dos caes, essas diferencas nédo foram significativas

(P>0,05).
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E bem provavel que a n&o significancia dos dados seja reflexo
da grande variabilidade de respostas obtidas para as variaveis
estudadas ou, ainda, pode ser devido ao numero de amostras
insuficientes dentro de cada variavel aplicada ou o somatério das
duas possibilidades. Mesmo aplicando-se o0 teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, que pressupde apenas a interdependéncia das
observacdes (rank teste) ou teste paramétrico de ANOVA, que
pressupde homogeneidade de variancias, distribuicdo normal e

independéncia das observacdes, os resultados foram semelhantes.

5.6. Teste do Cometa

O teste do cometa pode ser utilizado para investigar a
genotoxicidade de produtos quimicos industriais, biocidas,
agrotéxicos e farmacéuticos. As maiores vantagens para esse teste
incluem a sua facil aplicacdo a qualquer tecido de interesse, a
deteccdo de multiplas classes de danos de DNA e a geracédo de dados
ao nivel de uma unica célula (HARTMANN et al., 2003). A nocédo de
instabilidade genética ou gendmica € utilizada para descrever o
aumento da taxa de alteragcbes no genoma de mamiferos, incluindo a

desestabilizacdo cromossdmica, amplificacdo génica e mutacdes
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seguida da exposicao da célula aos agentes danosos ao DNA. A perda
de estabilidade do genoma nas células tumorais esta se tornando
mundialmente aceito como um dos mais importantes aspectos do
cancer e tem sido proposto que a essa instabilidade seja a forca
motriz atras dos multiplos passos da carcinogénese (CoLLEU-DUREL et
al., 2004). A manutencdo das espécies ou talvez de um individuo
requer perfeita replicacdo do DNA. Durante cada divisao celular, cada
célula-filha recebe a mesma informacdo genética. Erros nesse
processo resultam em mutacdes. Por principio, as células soméaticas
sao capazes de tolerar grande numero de mutac¢des. Uma vez que
essas mutacdes ndo sao passadas para as geracdes subsequentes
elas ndo se acumulam dentro do “pool” de genes da espécie. As
mutagdes ocorrem quando a incorporacdo errbnea da sequéncia
nucleotideos excede a capacidade de excisdo e reparo da célula. As
mutacdes somaticas também sdo resultados de erros da participacédo
dos cromossomos durante a divisao celular. Divisdo inadequada
desses cromossomos resultam em aneuploidia e alteragdes no
numero de cromossomos, alteracfes mais comumente observada nas
células cancerigenas. Considerando-se a raridade de mutac¢des nas
células normais e o grande numero de mutacdes observadas nos
canceres humanos, tem sido proposto que a taxa de mutacao
espontanea nas células normais ndo sdo suficientes para contribuir
para o numero de mutacdes encontradas nos canceres humanos.

Assim, as células cancerigenas exibem fendtipo mutante e este, é o
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resultado de mutacdes nos genes que atuam na manutencdo da
estabilidade genOmica. A consequéncia e aumento das taxas de
mutacdo e na evolucdo genética das ceélulas do cancer que dirigem a
progressdo do tumor. O dano no DNA é um processo primariamente
randdmico. Se o dano nao for reparado servira como potente fonte de
mutacOes (LoeB, 2001). As aberragbes cromossémicas nas ceélulas
cancerigenas tém sido reconhecida como um critério para a
graduacdo do tumor e prognéstico. Poucos casos de aberracdes

cromossdmicas sdo causas especificas de doencas.

Na medicina veterinaria existem poucas publicacées sobre
analise citogenética do tecido linféide normal ou neoplasico. O
nidmero de cromossomos (78 no cdo contra 46 no homem) e a
grande semelhanca entre os varios cromossomos dificultam sua
identificagdo (TeEske, 1994c). Em humanos, varios estudos mostram
certa consisténcia nas aberracdes cromossdmicas nao randémicas
observadas em alguns subgrupos de linfomas nao Hodgkin. A maioria
dessas alteracbes envolve translocacbes como a envolvendo o
cromossomo 8 e 14 ou 2 ou 22 nos linfomas de Burkitt e a

translocacao envolvendo o oncogene BCL-2 nos linfomas foliculares

Os parametros utilizados em nosso trabalho avaliaram o “tail
moment” que corresponde a quantidade de DNA danificado nas

células neoplasicas.
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No presente estudo ndo foi observada diferenca estatistica
(P>0,05), quando comparadas as amostras de sangue e da massa
proveniente dos caes com linfoma com os graus de malignidade nas
classificacbes de Kiel e WF. Os valores do tail moment (TM)
encontrados nas neoplasias de graus baixo, intermediario e de grau
alto ndo apresentam uma logica esperada correspondente aos graus
de malignidade esperado dessas neoplasias. De acordo com COLLEU-
DureL et al., (2004), o teste do cometa, neste caso, demonstra a
fragilidade gendmica espontanea (ou instabilidade gendmica), que
pode ser considerada como constitucional, ou seja, presente em
todas as células somaticas (neste trabalho, nas células do sangue e
da massa tumoral). Essa fragilidade, segundo esses autores, é
expressa por altissimos niveis de quebra de DNA. Essas anomalias

sao descritas como marcadores da instabilidade gendmica.

De acordo com NoweLL, citado por LoeB, (2001), o fendtipo
mutante no cancer é o resultado de repetidos “rounds” de selecdo
clonal nos quais a mutagcdo de uma unica célula concede crescimento
seletivo permitindo sua progénie proliferar e formar o tumor. Assim,
a progressao do tumor resultaria de proliferacdes seqguenciais de
células mais agressivas. Isso talvez justifique a falta de correlacéao
entre os valores de TM quando se utilizou as diferentes classificacdes

para os linfomas dos caes para avaliar o grau de malignidade.
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Afora isso, a maioria dos animais utilizada neste trabalho
encontrava-se nos estadios IV e V, ou seja, nos estagios mais
avancados da doenca com sinais sistémicos (sub-estagio b - Tabela
1), mesmo quando os casos de linfomas eram de grau baixo. De
acordo com TEeskge, (1994c), a taxa de crescimento das células do
linfoma ou alteracdes no seu DNA devem ser correlacionadas com a
grande variagao do grau de agressividade desses tumores de acordo

com as classificacdes citomorfoldgicas e imunofenotipicas.

Das 44 amostras selecionadas para o teste do cometa, em 15
delas conseguiu-se pareamento do sangue com a amostra da massa
tumoral. Houve diferenca estatistica (P<0,05) quando se avaliou o
valor do TM do sangue com o valor de TM do tumor nas amostras

pareadas.

Quando se avaliou essa mesma amostra pela correlacdo de
Spearman, verificou-se que ha correlacdo positiva entre sangue e
tumor do mesmo animal, podendo-se inferir que quando o TM do
sangue aumenta, o TM da massa tumoral também aumenta. Apesar
deste resultado ndo ser estatisticamente significativo (P>0,05), é um
dado bioldgico importante, pois revela a necessidade da coleta de
amostras de sangue pareadas com amostra das células neoplasicas

do mesmo paciente.
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Outros estudos sdo necessarios para investigar alteragdes
genbmicas especificas que possam desempenhar papel na
patogénese e comportamento biolégico dos linfomas dos cées. O
pequeno passo dado com este trabalho na investigacdo da
integridade do DNA nos tipos de linfomas dos cées nos permite
sonhar com novas possibilidades de pesquisas: correlacdo entre TM e
imunofendtipo do linfoma, avaliacdo do dano de DNA nos caes logo
no inicio da doenca e seu monitoramento durante o tratamento,
correlacdo entre TM com recidiva, periodo de remissdo da doenca e
sobrevida dos animais e até observacéo dos efeitos de resisténcia das

drogas quimioterapicas, comumente relatados na literatura.
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6. Conclusoes

Nas condicbes em que foi realizado o presente estudo, foi

possivel concluir:

% Independentemente da classificagcdo citoistologica utilizada
para os linfomas dos caes, houve predominancia das

neoplasias grau alto;

* A classificacdo de Kiel foi a que melhor se adaptou aos

achados citoistoldgicos neste trabalho;

% A analise citopatoldégica do tumor permite estabelecer com

seguranca o grau de malignidade dos linfomas;

% A frequéncia de linfomas que expressaram o imunofendétipo B
(CD79a+/CD3-) foi igual o dos linfomas que expressaram

imunofendtipo T (CD3+/CD79a-);

% A citomorfometria ndo se apresentou como uma ferramenta
segura para indicar grau de malignidade nos linfomas dos

caes neste trabalho;
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% N&o houve correlacdo entre o grau de malignidade e a
frequiéncia de dano do DNA das células neoplasicas dos

linfomas dos caes;

* A frequéncia de dano do DNA no sangue dos animais
portadores de linfoma teve correlacdo direta positiva com a
frequéncia de dano do DNA das células neoplasicas da massa

tumoral do mesmo animal.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 164

7. Referéncias Bibliograficas®

ALVES, A. Avaliacao de lesdes no DNA e citopatologia urinaria
de caes. Botucatu, 2001. Dissertacdo (Mestre) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista.
116p.

ALVES, A., DE MIRANDA CABRAL GONTIJO, A.M., SALVADORI,
D.M.F., ROCHA, N.S. Acute bacterial cystitis does not cause
deoxyribonucleic acid damage detectable by the alkaline comet
assay in urothelial cells of dogs. Veterinary Pathology, v. 41, n.
3, p- 299-301, 2004.

ALVES, V.A.C.F.; BACCHI, C.E.; VASSALLO, J. Manual de Imuno-
Histoqguimica. Sociedade Brasileira de Patologia, 1999, p.135-151

APPELBAUM, F.R.; SALE, G.E.; STORB, R.; CHARRIER, K.; DEEG,
H.J.; GRAHAM, T.; WULFF, J.C. Phenotyping of canine lymphoma
with monoclonal antibodies directed at cell surface antigens:

classification, morphology, clinical presentation and response to

1 ~ .
ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS.NBR 6023:informacdo e documentacao-
Referéncias- Elaboracao. Rio de Janeiro, 2002. 22p.

BIOSIS. Serial sources for the BIOSIS preview database. Philadelphia, 1996. 468p.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 165

chemotherapy. Hematol. Oncol., Chichester, v.2, p.151-168,
1984.

ASTER, J.; KUMAR, V. White cells, lymph nodes, spleen and
thymus. In: CONTRAN, R.S.; KUMAR, V.; COLLINS, T. Robbins:
Pathologic Basis of Disease. 6.ed. Philadelphia: W.B. Saunders
Company, 1999. p.651-686.

ATKINSON, K.; DEEG, H.J.; STORB, R.; WEINDEN, P.L.; GERHARD-
MILLER, L.; TOROK-STORB, B.J.; SEIGNEURET, M.; THHOMAS, E.D.
Canine lymphocyte subpopulations. Exp. Hematol., New York, v.8,

p.821-829, 1980.

AUBELE, M., BIESTERFIELD, S., DERENZINI, M., et al. Guidelines
of AgNORs quantitation. Zentralblatt fur Pathologie, v. 140, p.
107-108, 1994.

BACKGREN, N.W. Lymphatic leucosis in dogs. Acta Veterinaria
Scandinavica, v.6, p.16-26S, 1965

BRAHMI, U.; RAJWANSHI, A .; JOSHI, K.; DEY, P.; VOHRA, H.;
GANGULY, N.K.; GUPTA, S.K. Automated nuclear image
morphometry on fine needle aspiration smears of malignant round
cell tumors. Anal. Quant. Cytol. Histol., n.23, v.4, p. 287-290,
2001



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 166

BRATULIC, M., GRABAREVIC, B., ARTUKOVIC, CAPAK, D. Number of
nucleoli and nucleolar organizer regions per nucleus and nucleolus—
prognostic value in canine mammary tumors. Vet. Pathol., v. 33,
p. 527-532, 1996.

BUSCARINI, E.; CAVANNA, L.; Ultrasound-guieded fine needle
biopsy of the spleen: Hight clinical efficacy and low risk in a
multicenter Italian study. Am. J. Hematol., New York, v.67, n.2,
p.93-99, 2001.

CANIATTI, M.; ROCCABIANCA, P; SCANZIZNI, E.; PALTRINIERI, S;
MOORE, P.F. Canine lymphoma: immunocytochemical analysis of
fine needle aspiration biopsy. Vet. Pathol., Washington, V.33,
p.204-212, 1996.

CAPURRO, C.; BURACCO, P.; ROSSI, L. Lymphoma in Dogs
Europ. J. Com. An. Pract., Paris, v.4, p.15-29, 1992.

CARTAGENA, N.; KATZ, R.L.; HIRSCH-GINSBERG, C.; CHILDS,
C.C.; ORDONEZ, N.G.; CABANILLAS, F. Accuracy of diagnosis of
malignant lymphoma by combining fine-needle aspiration
cytomorphology with immunocytochemistry and, in selectes cases,
Southern blotting of aspirated cells: a tissue-controlled study of 86

patients. Diagn. Cytophatol., New York, v. 8 p.456-464, 1992.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 167

CARTER, R.F.; VALLI, V.E.O.; LUMSDEN, J.H. The cytology,
histology and prevalence of cell types in canine lymphoma classified
according to Nacional Cancer Institute Working Formulation.
Cancer J. Vet. Res., Ontario, v.50, p.154-164, 1986.

CHABANNE, L.; MARCHAL, T.; KAPLANSKI, C.; FOURNEL, C.;
MAGNOL, J.P.; MONIER, J.C.; RIDAL, D. Screening of 78
monoclonal antibodies directed against human leukocyte antigens
for cross-reactivity with surface markers on canine lymphocytes.
Tissue Antigens, Dermark, v.43, p.202-205, 1994.

CIVARDI, G.; VALLISA, D.; BERTE, R.; GIORGIO, A.; FELICE, C.;
CAREMANI, M.; CATURELLI, E.; POMPILI, M.; DE SIO, 1I.;
BUSCARINI, E.; CAVANNA, L. Ultrasound-guieded fine needle
biopsy of the spleen: Hight clinical efficacy and low risk in a
multicenter Italian study. Am. J. Hematol., New York, v.67, n.2,

p.93-99, 2001.

COSTA, F.A.L.; GUERRA, J.L; SILVA, S.M.M.S.; KLEIN, R.P.;
MENDONCA, I.L.; GOTO, H. CD4+ T cells participate in the
nephopathy of canine visceral leishmaniosis. B.J.M.B.R., v.34,
p.1455-1458, 2000.

COSTA, F.A.L.; GOTO, H., SALDANHA, L.C.; SILVA, S.M.M.S.
SINHORINI, I.L.; SILVA, T.C.; GUERRA, J.L. Histopathologic



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 168

patterns of nephropaty in naturally acquired canine visceral
leishmaniosis. Vet. Pathol. V.40, n.6, p.677-684, 2003.

CROCKER, J.; EGAN, M.J. Correlation between the NOR sizes and
numbers in non-Hodgkin”s lymphomas. J. Pathol. V.151, p.111-
118, 1987.

CROCKER, J., BOLDY, D.A., EGAN, M.J. How should we count
AgNORs? Proposals for a standarzed approach. J. Pathology, V.
158, p. 185-188, 1989.

CROCKER, J., MACARTNEY, J. C., SMITH, P.J. Correlation between
DNA flow cytometric and nucleolar organizer region data in non-
Hodgkin’s lymphomas. Pathol., v. 154, p. 151-156, 1988.

CROCKER, J., NAR, P. Nucleolar organizer regions in lymphomas.
J. Pathol., v. 151, p. 111-118, 1987.

DAY, M.J. Immunophenotypic characterization of cutaneous
lymphoid neoplasia in dog and cat. Journal of Comparative
Pathology, v.112, p.79-96, 1995.

DELVERDIER, M.; BUCHET, B.; VAN HAVERBEKE, G. Histologie et
cytologie des lymphomes malins canins etude comparative des
classifications actuelles. Revue des Medicine Veterinaire, 1988,
v.139, pp.1141-1150.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 169

DEMOURA, V.M.B.D. Classificacao Citohistoldgica e
Imunofenotipagem dos Linfomas Caninos. Botucatu, 2000.

107p. Tese (Mestrado)- Universidade Estadual Paulista.

DEMOURA, V.M.B.D.; SEQUEIRA, J.L.; BANDARRA, E.P. Linfoma
canino. Revista de Educacao Continuada do CRMV-SP, v.2, n.2,
p.29-33, 1999

DERENZINI, M., PLOTON, D. Interphase nucleolar organizer regions
in cancer cells. Review International of Experimental

Pathology. v. 32, p. 149-192, 1991.

DERENZINI, M., SIRRI, V., TRERE, D. Nucleolar organizer regions
in tumor cells. Cancer J., v. 7, p. 71-74, 1994.

DERENZINI, M., TRERE, D. Standadization of interphase AgNOR
measurement by means of an automated image analysis system
using lymphocytes as an internal control. J. Pathol., v. 165, p.
337-342, 1991a.

DERENZINI, M., TRERE, D. Importance of interphase nucleolar
organizer regions in tumor pathology. Virchows Arch. B. Cell
Incl. Mol, Pathol., v. 61, p. 1-8, 1991b.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 170

DERENZINI, M., TRERE, D. AgNORs proteins as a parameter of the
of the cell proliferation. Zentralblatt fur Pathologie, v. 140, p. 7-
10, 1994.

DOBSON, J.M.; GORMAN, N.T. Canine multicentric lymphoma. J.
Small Am Pract., Oxford, v.34, n.12, p.594-598, 1993.

DOBSON, J.M.; BLACKWOOD, L.B.; MCINNES, E.F.; BOSTOCK,
D.E.; NICHOLLS, P.; HOATHER, T.M.; TOM, B.D.M. Prognosyic
variables in canine multicentric lymphossarcoma. J. Small Anim.
Pract., Oxford, v.42, p.377-384, 2001.

DORN, R.C.; TAYLOR, D. O .; HIBBARD, H.H. Epizootilogical
characteristics of canine and feline leukemia and Ilymphoma.
American Journal of Veterinary Reseach, v.28, p. 933-1001,

1967.

EGAN, M., CROCKER, J. Nucleolar organizer regions in cutaneous
tumours. Journal of Clinical Pathology, v. 154, p. 247-253,
1988.

FISHER, D.J.; NAYDAN D.; WERNER, L.L.; MOORE P.F.
Immunophenotyping lymphomas in dogs: a comparison of results
from fine needle aspirate and needle biopsy sample. Vet. Clin.
Pathol., Santa Barbara, v.24, n.4, p.118-123, 1995.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 171

FOURNEL-FLEURY, C FOURNEL-FLEURY, C.; MAGNOL,J.P.,
GUELFI,J.F. Color atlas of cancer cytology of the dog and cat.
Paris: Conference Nationale des veterinaries Specialises en Petits
Animaux, 1994. p.243-267.

FOURNEL,C.; MAGNOL, J.P.; MARCHAL, T.; CHABANNE, L.; BRYON,
P.A; FELMAN, P. Na original perifollicular zone cell in the canine
reactive lymph node: a morphological, phenotypical and aetiological

study. Journal Comparative Pathology, 113, 217-231, 1995

FOURNEL-FLEURY, C.; MAGNOL, J.P.; BRICAIRE, P.; MARCHAL, T.;
CHARBANNE, L.; DELVERDIER, A.; BRYON, P.A.; FELMAN, P.
Cytohistological and immunological classification of canine
malignant lymphomas: comparison with human non-Hodking’s
lymphomas. J. Comp. Pathol., Liverpool, v.117, n.1, p.35-59,
1997a.

FOURNEL-FLEURY, C.; MAGNOL, J.P.; CHABANNE, L.; GHERNATI,
I., MARCHAL, T.; BONNEFOND, C.; BRYON, P.A.; FELMAN, P.
Growth fractions in canine non-Hodgkin’s Ilymphomas as
determined in situ by the expression of Ki-67 antigen. J Comp
Path., v.117, p.61-72, 1997b

FOURNEL-FLEURY, C.; PONCE, F.; FELMAN, P.; BLAVIER, A.;
BONNEFONT, C.; CHABANNE, L.; MARCHAL, T.; CADORE, J.L.;
GOY-THOLLOT, I.; LEDIEU, D.; GHERNATI, I.; MAGNOL, J.P. Canine

T-cell Lymphoma: a morphological, immunological, and clinical



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 172

study of 46 new cases. Vet. Pathol., Washington, v.32, p.92-109,
2002.

GAVAZZA, A.; PRESCIUTTINI, S.; BARALE, R.; LUBAS, G.;
GUGLIUCCI, B. Association between canine malignant lymphoma,
living in industrial areas, and of chemicals by dog owners. J. Vet.
Intern. Med., Hangerstown, v.15, p.190-195, 2001.

GRAY, K.N.; RAULSTON, G.L.; GLEISER, C.A.; JARDINE, J;H.
Histolologic classification as an indication of therapeutic response in
malignant lymphoma of dogs. J. Am. Vet. Med. Assoc.,

Schaumburg v.184, p. 814-17, 1984.

GREENLEE, P.G.; FILIPPA, D.A.; QUIMBY, F.W. Lymphoma in dogs:
a morphologic, imunologic and clinical study. Cancer, Philadelphia,
V.66, p.480-490, 1990.

GRINDEM, C. B. Blood cell markers. Vet. Clin. North Amer:
Small Animal Pract., v. 26, p. 1043-1064, 1996.

GOESSENS, G. Nuclear structure. International Review of

cytology, v. 87, p. 107-158, 1984.

HARRIS, N.L., JAFFE, E.S., STEIN H., BANKS, P.M., CHAN, J.K.C.,
CLEARY, M.L., DESLOL, G., WOLF-PEETERS, C., FALINI, B.,
GATTER, K.C., GROGAN, T.M., ISAACSON, P.G., KNOWLES, D.M.,



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 173

MASON, D.Y., MULLER-HERMELINK, H., PILERI, S.A., PIRIS M.A.,
RALFKIAER, E., WARNKE, R.A. A Revised European-American
Classification of Lymphoid Neoplasms: A proposal from the
International Lymphoma Study Group. Blood. v.84, n.5, p.1361-
1392, 1994.

HAYES, H.M.; TARONE, R.E.; CANTOR, K.P.; JESSEN, C.R.;
McCURNIN, D.M.; RICHARDSON, R.C. Case-control study of canine
malignant lymphoma: positive association with dog owner’s use of
2,4-dichlorophenoxyacetc acid herbicides. J. Natl. Cancer Inst.,
Bethesda, v. 83, n. 17, p. 1226-1231, 1991.

HAYES, H.M.; TARONE, R.E.; CANTOR, K P. On the association
between canine malignant lymphoma and opportunity for exposure
to 2,4-dichlorophenoxyacetc acid. Environ. Res., New York, v.70,
n.2, p.119-125, 1995.

HEATON, P.; RANSLEY, R. The comet assay: a measure of DNA
protection in cats fed diets developed with WALTHAM science.
Waltham Focus, v. 11, n.3, p. 28-29, 2001.

HOLMBERG, C.A.; MANNING, J.S.; OSBURN, B.l. Canine malignant
lymphomas: comparison of morphologic and immunologic
parameters. J. Natl. Cancer Inst, Bethesda, v.56, p. 125-132,
1976.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 174

HOWELL, W.M., BLACK, D.A. Controlled silver-stainig of nucleolus
organizer regions with a protective colloidal developer: a 1-step
method. Experientia, v. 36, p. 1014-1015, 1980.

HSU, S.M.; RAINE, L.; FANGER, H. Use of avidin-biotin-peroxidase
complex (ABC) in immunoperoxidase techniques: a comparison
between ABC and unlabeled (PAP) procedures. J. Histochem.
Cytochem., Baltimore, n.29, p.577-580, 1981.

JACOBS, R.M.; MESSICK, J.B.; VALLI, V.E. Tumors of the
Hemolymphatic system. In: MEUTEN, D.J. Tumors in domestic

animals. 4ed. lowa: lowa State Press, p.19-198, 2002.

JAFFE, E.S.; HARRIS, N.L.; STEIN, H.; VARDIMAN, J.W. World
Health Orgfanization Classification of Tumors — Pathology
and Genetics of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid
Tissues. IARC Press: Lyon, 2001, 351p.

JONES, C.J.; HUNT, R.D.; KING, N.W. Veterinary pathology,
6.ed., Philadelphia: Williams & Wilkins, 1997, p.1009-42.

KASSIE, F., PARZEFALL, W., KNASMULLER, S. Single cell gel
electrophoresis assay: a new technique for human biomonitoring
studies. Mutation research, v. 463, p. 13-31, 2000.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 175

KIUPEL, M.; TESKE, E.; BOSTOCK,D. Prognostic factors for treated
canine malignant lymphoma. Vet. Pathol., Lauwrence, V.36,
p.292-300, 1999.

KREJA, L.; SELIG, C.; NOTHDURFT, W. Assessment of DNA
damage in canine peripheral blood and bone marrow after total
body irradiation using the single-cell gel electrophoresis technique.
Mutation Research, v. 359, p.63-70, 1996.

LENNERT, K.; FELLER, A.C. Histopathology of Non-Hodgkin’s
Lymphomas, 2 ed. Berlim: Springer-Verlag, 1990, 312p.

LUNA, L.G. Manual of Histological Staining Methods of Armed
Forces Institute of Pathology. Washington:McGraw Hill, 1968,
258p

MacEWEN, G.E.; HAYES, A A; MATUS, R. E.; KURZMAN, I.
Evaluation of some prognostic factors for advanced multicentric
lymphosarcoma in the dog: 147 cases (1978-1981). J. Am. Vet.
Med. Assoc., v.190, n.5, p. 564-568, 1987.

MELLANBY, R.J.; HERRTAGE, M.E.; DOBSON, J.M. Treatment of
canine lymphoma by veterinarians in first opinion practice in
England. J. Small Anim. Pract., Oxford, v.43, p.198-202, 2002.

MELLO, M.L.S. Relocation of RNA metacromasy at mitosis. Acta
Histochemica et Cytochemica, v. 28, p. 149-154, 1995.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 176

MELLO, M.L.S.; VIDAL, B.C. Critical eletrolyte concentration of the
heterochromatin and euchromatin of Triatoma infestans. Cytobios,
v. 59, p. 87-93, 1989.

MELLO, M.L.S., VIDAL, B.C., DANTAS, M.M., MONTEIRO, A.L.P.
Discrimination of the nucleolus by a crictical eletrolyte
concentration method. Acta Histochemica et Cytochemica, v.
26, p. 1-3, 1993.

MILNER, R.J.; PEARSON, J.; NESPIT, JW.; CLOSE, P.
Immunophenotypic classification of canine malignant lymphoma on
formalin-fixed paraffin wax-embedded tissue by means of CD3 and
CD79a cell markers. Onderstepoort J. Vet. Res., Pretoria, V.63,
p.309-313, 1996.

MILITO, C.B.; MORAIS, J.C.; NUCCI, M.; PULCHERI, W.; SPECTOR,
N. Classificagdo dos linfomas nao-Hodgkin: estudo morfoldgico e
imunoistoquimico de 145 casos. J. Bras. Patol. Med. Lab., Rio de

Janeiro, v.38, n.4, p.315-324, 2002.

NACIONAL CANCER INSTITUTE (NCI). Sponsored study of classification of

non-Hodking’s lymphomas: summary and description of a Working



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 177

Formulation for a clinical usage. Cancer, Philadelphia, v.48,
p.2112-2135, 1982.

MOORE, P.F.; AFFOLTER, V.K.; VERNAU, W. Immunophenotyping
in the dog. In: BONAGURA, J.D. (Ed.) Kirk's current veterinary
therapy XI111. Philadelphia : Saunders, 2000. Sec. 6, p. 505-509.

NOWELL P.C. Cytogenetic approaches to human cancer genes.
The FASEB Journal. v.8, p.408-413, 1994.

OERTEL, J.; OERTEL, B.; KASTNER, M.; LOBECK, H.; HUHN, D. The
value of immunocytochemical staining of lymph node aspirates in
diagnostic cytologic. Br. J. Haematol., Oxford, v.70, p.307-316,
1988.

OFNER. D., SCHMID, K.W., Standardized AgNORs analysis: its
usefulness in cirurgical oncology. Histochemistry Cell Biology. v.
106, p. 193-196, 1996.

ORREL, J.M., EVANS, A.T.,GRANT, A. A critical evaluation of
AgNORs counting in benign naevi and malignant melanoma.
Pathol. v.163, p.239-244, 1991.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 178

ONIONS, D. B and T-cell markers on canine lymphosarcoma cells. .
J. Natl. Cancer Inst, Bethesda, v.59, p.1001-1006, 1977.

OWEN, L. TNM Classification of tumors in domestic animals.
Geneva. World Health Organization, 1980; p. 46-47.

PARODI, A.L.; DARGENT, F.; CRESPEAU, F. Histological
classification of canine malignant lymphomas. J. Vet. Med. — A
Animal Phisiology, Pathology and Clinical Veterinary
Medicine. Chicago, v.35, p.178-192, 1988.

PLOTON, D. Structure and molecular organization of nucleolus.
Zentralblatt fur Pathologie. v. 140, p. 3-6, 1994.

PLOTON, D., MENAGER, M., JEANNESSON, P., et al. Improvement
in the staining and in the visualization of the nucleolar organizer
region at the optical level. Histochemical Journal. v. 18, p. 5-14,
1986.

POLI, P., BUSCHINI, A., RESTIVO, F.M., FICARELLI, A., CASSONI,
F., FERRERO, 1., ROSSI, C. Comet assay application in
environmental monitoring: DNA damage in human leukocytes and
plant cells in comparison with bacterial and yeasts tests.
Mutagenesis, v. 14, n.8, p.547-555, 1999.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 179

PREZIOSI, R., DELLA SALDA, L., RICCI, A., SIMONI, P., MARCATO,
P.S. Quantification of nucleolar organiser regions in canine perianal
gland tumours. Research in Veterinary Science, v.58, p.277-
281, 1995.

RABENHORST, S.H., BURINI, R.C., SCHMITT, F.C.L. Ciclo celular:
mecanismos reguladores e marcadores bioquimicos. Rev. Bras.

Cancerol., v.40, n.3, p.141-147, 1994.

RALLIS, T.; KOUTINAS, A.; LEKKAS, S.; PAPADIAMANTIS, C.
Lymphoma (malignant lymphoma, lymphosarcoma) in the dog. J.

Small An Pract. Gloucestershire, v.33, p.590-596, 1992.

RASKIN, R.E.; NIPPER, M.N. Cytochemical characteristics of lymph
nodes from normal and lymphoma-affected dogs. Vet. Clin.
Pathol., Santa Barbara, v.21, p.62-67, 1992.

ROBEY, S.S.; CAFFETY, L.L.; BESCHORNER, W.E.; GUPTA, P.K.
Value of lymphocyte marker studies in diagnostic cytopathology.
Acta Cytol., St. Louis, v.31, p.453-459, 1987.

ROCHA, N.S. Citologia aspirativa por agulha fina em medicina
veterinaria (1). Caes e Gatos, n.75, p.15-16, 1998.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 180

ROCHA, N.S., RAHAL, S.C., SCHMITT, F., DI SANTI, G.W. Citologia
aspirativa por agulha fina como método de auxilio durante a
cirurgia. Caes e Gatos, n. 98, p. 22-23, 2001.

ROJAS, E., LOPEZ, M.C., VALVERDE, M. Single cell gel
electrophoresis assayC methodology and applications. Journal of

Chromatography B, v.722, p.225-254, 1999.

ROSOL, T.J., NAGODE, L.A, COUTO, C.G. et al. Parathyreoid
hormone (PTH)-related protein, PTH, and a-25,dehydroxyvitamin-D
in dogs with cancer-associated hypercalcemia. Endocrinology,
v.131, p.1157-1164, 1992

SAIKIA, U.N.; DEY, P.; SAIKIA, B.; DAS, A . Fine-needle aspiration
biopsy in diagnosis of follicular lymphoma: cytomorphologic and
immunohistochemical analysis. Diagn. Cytopathol., v.26, n.4,
p.251-256, 2002.

SANDURSKY, G.E., CARLTON, W.W., WIGHTMAN, K.A. Diagnostic
immunohistochemistry of canine round cell tumors. Veterinary

Pathology, v.24, p.495-499, 1987.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 181

SANTOS, F.G.A., VASCONCELOS, A.C., MORO, L., et al. Apoptose
no tumor venéreo transmissivel canino: caracteristicas morfolégicas
e evidenciacdo bioquimica. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.53,
n.5, p. 557-562, 2001.

SEQUEIRA, J.L.; FRANCO, M. Caracteristicas dos linfomas caninos.
J. Anatomopatol., Ribeirdo Preto, v.7, n.2, p.6-8, 1992.

SEQUEIRA, J.L.; FRANCO, M.; BANDARRA, E.P.; FIGUEIREDO,
L.M.A.; ROCHA, N.S. Caracteristicas anatomoclinicas dos linfomas
caninos na regidao de Botucatu/SP. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec.,
Belo Horizonte, v.51, n.3, p.245-249, 1999.

SINGH, N.P., McCOY, M.T., TICE, R.R., SCHNEIDER, E.L. A simple
technique for quantitation of low levels of DNA damage in individual
cells. Exp. Cell Res., v.175, p.184-191, 1988.

SNEIGE, N.; DEKMEZIAN, R.H.; KATZ, R.L.; FANNING, T.V.;
LUKEMAN, J.L.; ORDONEZ, N.F.; CABANILLAS, F.F. Morphologic and
immunocytochemical evaluation of 220 fine needle aspirates of
malignant lymphoma and lymphoid hyperplasia. Acta Cytol., St.
Louis, v.34, p.311-322, 1990.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 182

SHIRO, T.; SEKI, T.; NAITOH, Y.; INOUE, K.; OKAMURA, A. A
correlation of argyrophilic nucleolar organizer regions stages of

hepatocellular carcinoma. Cancer, v.71, p 44-49, 1993.

SHIMIZU, N.; ITOH, N.; UTIYAMA, H.; WAHL, G.M. Selctive
entrapment of extraghromosomally amplified DNA by nuclear
budding and micronucleation during S phase. The journal of Cell
Biology, v.140, p.1307-1320, 1998.

SOARES, F.A; ARIAS, V.E.A. Linfomas N&o Hodgkin de Células T.
In: ALVES, V.A.; BACCHI, C.E.; VASSALLO, J. Manual de Imuno-
histoquimica. S&o Paulo: Sociedade Brasileira de Patologia, 1999.
p.141-151.

SUEIRO, F.A.R. Linfomas caninos: estudo morfoldégico e
imunoistoquimico de 55 <casos e correlacdo com a
imunoexpressao da proteina P53. Campinas, 2004. Dissertacado
(Doutor) — Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade de

Campinas. 116p.

SUEIRO, F.A.R.; ALESI, AC.; VASSALO, J. Canine lymphomas: a
morphological and immunohistochemical study of 55 cases, with
observations on p53 immunoexpression. J. Comp. Path., v.131,
p.207-213, 2004.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 183

SUZANO, S.M.C. Classificacdo Citoldégica e Imunocitoquimica
dos Linfomas Caninos. Botucatu, 2004. 110p. Tese (Mestrado)-

Universidade Estadual Paulista.

TESKE, E.; Van HEERDE P.; RUTTEMAN, G.R.; KURZMAN, 1.D.;
MOORE, P.F.; MACEWEN, E.G. prognostic factors for treatment of
malignant lymphoma in dogs. J. Am.Vet. Med. Assoc., v.205,
n.12, p.1722-1728, 1994a

TESKE, E. WISMAN, P.; MOORE, P.F.; Van HEERDE, P. Histologic
classification and immunophenotyping of canine non-Hodgkin’s
lymphomas: unexpected high frequency of T cell lymphomas with B
cell morphology. Experimental Hematology, v.22, n.12, p.1179-
1187, 1994b

TESKE, E. Canine malignant lymphoma: a review and comparison
with human non-Hodking’s lymphoma. Vet Quart, v.16, n.4,

p.209-219, 1994c

TESKE, E.; de VOS, J.P.; EGERBRINK, H.F. et al. Clustering in
canine malignant lymphoma. Vet Quart , v.16, n.2, p.134-136,
1994d.

TESKE, E.; Van HEERDE, P. Diagnostic value and reproducibility of
fine needle aspiration cytology in canine malignant lynfoma. The
Veterinary Quarterly, v.18, n.3, p.112-115, 1996



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 184

TRERE, D. Critical analysis of the commonly employed in the
assessment of cell proliferation: advantages of the NOR silver-
staining techinique inruotine cyto-histopathology. Anal. Cell
Pathol., v.5, p.191-201. 1994.

VALLI, V.E.O. The hematopoietic system. In: JUBB, K.V.F.;
KENNEDY, P.C.; PALMER, N. Pathology of domestic animals,
4.ed., New York: Academic Press, 1993. v.3, p.149-153.

VAIL, D.M., KISSEBERTH, W.C., OBRADOVICH, J.E., MOORE, F.M.,
LONDON, C.A., MacEWEN, E.G., RITTER, M.A. Assessment of
potential doubling time (Tpo), argyrophilic nucleolar organizer
regions (AgNOR), and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) as
predictors of therapy response in canine non-Hodgkin’s lymphoma.

Experimental Hematology, v.24, n.7, p.807-815, 1996.

VERNAU, K.M.; HIGGINS, R.J.; BOLLEN, A.W.; JIMENEZ, D.F.;
ANDERSON, J.V.; KOBLIK, P.D. Primary canine and feline nervous
tumors: intraoperative diagnosis using the smear technique. Vet.
Pathol., Washington, v.38, n.1, p.47-57, 2001.

VIDAL, B.C., PLANDING, W., MELLO, M.L., SHENCK, U. Quantitative
evaluation of AgNOR in liver cells high-resolution image cytometry.
Anlytical Celular Pathology, v. 7, p. 27-41, 1994.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 185

VIDAL, B.C., BARBISAN,L.F.,MARIA, S.S., RUSSO,J.,MELLO, M.L.S.,
Apoptosis: identification by a critical eletrolyte concentration
method. Apoptosis, v. 1, p. 218-221, 1996.

VIDAL, B.C., MELLO, M.L.S. Critical eletrolyte concentration of DNA
and nucleoprotein complexes in vitro. Acta Histochemica et
Cytochemica, v. 22, p. 471-478, 1989.

VIDAL, B.C., MELLO, M.L.S. Re-evaluating the AgNOR staining
response in Triton X-100-treated liver cells by image analysis.
Anlytical Celular Pathology. v. 9, p. 39-43, 1995.

VONDERHAAR, M.A.; MORRISON, W.B. Lymphosarcoma. In:
MORRISON, W.B. Cancer in dogs and cats. Philadelphia: Williams
& Wilkins. 1998. p.667-95.

WAKAMATSU, A.; SIMOES, A.S.; KANAMURA, C.T.; PINTO, G.A.;
METZE, 1.L.; VASSALO, J.; CARVALHO, L.V.; GAYOTTO, L.C.C.;
SEIXAS, M.T.; SANTOS, R.T.M.; PAES, R.A.P.; IRAZUSTA, S.P.;
NONOGAKI, S.; ALVES, V.A.F. Manual de Imunohistoquimica.
VASSALO, J. In: Tecido Linfo-hematopoético. Sociedade
Brasileira de Patologia, Sao Paulo,. p. 21-9, 1995.



Adriana W. de Pinho Pessoa Referéncias Bibliograficas 186

WELLER, R.E., HOLMBERG, C.A., THEILEN, G.H. et al Histologic
classification as a prognostic criterion for canine lymphosarcoma.

Am J Vet Res., v. 41, p.1310-1314, 1980.

ZAR, J. H. Biostatistical analysis. 3.ed. New Jersey : Prentice
Hall, 1996. 718p.



- - + - oLreIpawIaUl o1e A 02111U92NNIN eoT 4 eBjaq 101S5ed 6T
- + + + oxreq oxreq Al 09111UZdNNIA ey 4 JauereWwWIBM ‘8T
- - + - ole ole Al 0011IIUINN ez 4 Jopeuqge LT
- + - + ole ole A 021JIUdNIA eg N ads ‘OT
- - + - oye ole Al 0911UINNN ect N ass QT
+ + - + oLreIpawIalU oxreq A eLel|os ey 4 ogwale loised VT
- + + + oyje ole A 0d1URdN NN ezt N ads €T
- - + - o1e oe " eoLUZONINI ey W oa1v|Iseiq e|id cl
+ - - + olgIpawLIL1Ul oxreq A 0911UININN eoT 4 ays 1T
- - + - ole ole A 021IIUSdIYNIA eg I ass o7
+ + - + ole ole A 09111Ug2NNIN eg W ads 6
- - + - oLreIpaWIBIUI oxreq Al 02LI3UININI e 4 18[I1IeMN0Y '8
+ + - + ole ole Al 021IIUdYNIA eg 4 19x09g A
- + - + oLIeIpaWIaUI oxreq A 021IIUdYNIA eg N oJlaiselq e|i4 9
- + - + oLreIpawIaUl ole Al ©eoLIURININN ey 4 ogwale loised 'S
- - + - oLreIpawalul ole Al 02111Ug2NNIN eoT 4 ogwale loised v
- - + + ourgIpawalUl ole A 00111Ug2NNIA eg I 1814191 X04 €
- + - + ole oye Al 0911UININN e/ 4 ads c
- - - + oLreIpaLWIaUI oxreq Al ©eoLIUININN eg 4 yuas T
8dD add e6.dO €3daod 3u~_w\./_>0 _\_JMJ_V_O olav.is3 <O,_Q_\_\A_ﬁwu_._ﬁ.udn~_2< Javal OX3s vovd IVININY
¢ ©eNUNUO02) 002 © TO0Z

ap opoliad 0 sjuRIND Sopesijeur BWOJUI| 3P SOSED £G Sop sealdiliousajounuwil sasijeue sep sopelnsal @ 4\

9 |31y 9p sagdeoljisse|d seu apepiubifew ap nelb ‘ojuswelpelss ‘eulllgleue eWIO ‘ogdedliiuspl ap soped

0 OX3ANV




+ + + + oye ole i 091L1UININW eg N ogwsle Joised ey
- - + - ole ole A 021U NW eg W J19|19mnoy A
+ + - + ole oie Al 00LIURININW ertT 4 ads N4
+ - + + oLrgIpawIaU oxreq m 09111U2N N ey W oewsle Jo1sed ‘oY
+ = - + oLreIpaWISIUI oxreq 1 ©oLIIUININN eoT W 19)1aMn0Y ‘6€
- + - + ole ole Al eoLUgININW eg 4 Jaxog ‘8€
+ - + + ole ole A eoIWNY ey 4 ads L€
- + - + o1e oye " 00111UIN|NW ert W | oewsle Jo1sed 9€
+ - - + ole ole Al 0211U”dNRINW eg N J9x0g ‘GE
- - + - oye ole Al ©oLIU2INW ezt N 19ssegq Ve
- + - + oLIeIpaWIaUI oxreq A BOLIUINNW eg i J19|19MN0Y ‘€€
- + - + o1e oye A eoLnugdN|NW eg W axs K4
+ - + + ole olfe A ©oLIIUININN eg 4 ads ‘TE
- - + - oxreq oxreq A ©ILULINNN e6 N oewale J01sed ‘0€
- - + - oxreq oxreq 1 ©oLIIUZONINI ey W erewreq ‘62
- + + + o1e ole I ©ILIUININIA eg N Bopdeays ‘8¢
- - + - olfe ole A ©ILIUINNIN eg 4 Ja|lemnoy L2
- - + - oye ole " eolwl L eoT 4 ads '9¢
- - - + oxreq oxreq A BOLIIUZININN eg 4 Jaxog 'Gc
- - + - oleIpaWISUI oxreq Al ©21L1IUININN eg W Is|[1amnoy ve
+ - - + olrgIpawLIs1Ul oxreq Al eue|os e/ W ays €¢c
- - + - ole ole A 091L1IUIN NN eg 4 oewsfe Bog ¢c
- - + - olIIpaWIaUI ole Al eoIWIL erT N Jaxog ‘T¢C
+ - - + ony oye Al ©2L1IUININA e/ W Is|lamnoy jor4
8dD Aad ©6.,Ad0 €d0 JH_G\V\/O LM_\_VMV olav.is3 <O¢_Q_\_\/_/_m_._ﬁ.um_z< Javal OoX3s vovy AVININY

(*""enunuod) 00z e T00Z
ap opollad 0 ajuelnNp Sopesijeue BWOJUIl 9p SOSed £G sop sedldinjousajounuwul sasljeue sep sopelnsal 8 4M\

9 |21y 9p sagdeoljisse|d seu apepiubifew ap nelb ‘Ojuswelpelss ‘eullugleue eWIO) ‘ogdedlyiuspl sp soped

20 OX3NVY




- - + - oLreIpaWLIBIU oxreq Al oLe|os eg W ads ‘€9
- + - + ougIpaWwLIB1UI oxreq Al BOLIIUZIINW eg 4 ogwale J01sed 29
- - + - o1e ole A 021U NW eg W oewWale J01Sed ‘TS
+ - - + ole ole A eo1IIUYIN|NW eg W ogwale 6o ‘09
- - + - ougIpaWLIB1UI oxreq A eo1UZdNINW e/ W 1axog ‘67
- - + - oye ole Al ©2LUIININW eg W ads 317
- - + - oe oye i ©21UININW eg W ays A%
+ - + + oLIeIpaWIaUI oxreq Al eoILLUN eg I ass oy
- + - + ole oye Al 092111UdNINW eg N 13]]19M110Y N7
- - + - oLreIpaWLISIU oxreq " 09113UININW eg W ads vy
8a9 Ao e6,dd | €aod 3um\v>o LM_MV ol1av.is3 <oo<_v_4m_WM_z< 3aval | ox3s vovd IVWINY

"(reuyy) 002 e TOOZ
ap opollad 0 ajuelnNp Sopesijeue BWOJUIl 9p SOSed £G sop sedldinjousajounuwul sasljeue sep sopelnsal 8 4M\

9 |21y 9p sagdeoljisse|d seu apepiubifew ap nelb ‘Ojuswelpelss ‘eullugleue eWIO) ‘ogdedlyiuspl sp soped

20 OX3NVY




Anexo 03

RG A’rea Dié’metro A_rea Diémetro kiel | WE N:C IMUNO
nucleo nucleo citopl citopl
1 62,4691 8,8400 62,4691 8,8400 alto inter | 1,0000 T
2 73,5044 9,6265 91,1055 | 10,5701 alto alto | 0,8068 T
3 39,1513 7,0327 45,6338 7,5969 alto | inter | 0,8579 TB
4 77,0298 9,8773 |126,1047 | 12,6138 alto inter | 0,6108 B
5 54,2327 8,2267 64,9964 9,0052 alto inter | 0,8344 T
6 102,8011 | 11,3663 | 136,0116 | 13,0079 | alto | inter | 0,7558 T
7 138,8709 | 13,1840 | 136,4600| 13,0702 | alto alto | 1,0177 T
8 87,0091 | 10,4503 |112,9222| 11,9027 | baixo | inter | 0,7705 B
9 118,2808 | 12,1350 |141,2784 | 13,2786 alto alto | 0,8372 T
10 54,3944 8,1474 54,5888 8,1690 alto alto | 0,9964 B
11 85,4658 | 10,3300 | 105,2022 | 11,4718 | baixo | inter | 0,8124 T
12 59,1847 8,5971 56,5345 8,4364 alto alto | 1,0469 B
13 44,3931 7,4356 47,3942 7,6975 alto alto | 0,9279 B
14 45,8418 7,6108 52,6924 8,1570 alto | inter | 0,8700 T
15 49,8705 7,8924 56,1815 8,4034 alto alto | 0,8877 B
16 72,9004 9,5724 71,2676 9,4764 alto alto | 1,0229 T
17 69,8604 9,3622 78,7018 9,9274 alto alto | 0,8877 B
18 42,4538 7,3281 42,4538 7,3281 baixo | baixo | 1,0000 B
19 55,7985 8,3707 69,9236 9,3679 alto inter | 0,7980 B
20 37,5873 6,8483 29,8240 6,1023 alto inter | 1,2603 B
21 52,2516 8,1019 60,3895 8,6715 alto alto | 0,8652 B
22 62,0833 8,7369 75,3847 9,6305 | baixo | inter | 0,8236 B
23 57,2440 8,5066 57,3084 8,5110 baixo | baixo | 0,9989 T
24 130,2913 | 12,9042 |130,3298 | 12,9063 | alto alto | 0,9997 B
25 57,2418 8,4651 57,2418 8,4651 | baixo | baixo | 1,0000 B
26 214,1884 | 16,4245 | 340,5000 | 20,6796 alto alto | 0,6290 B
27 93,0080 | 10,7715 |115,8724| 12,0183 alto alto | 0,8027 T
28 73,9764 9,6376 92,1011 | 10,7452 | alto | inter | 0,8032 T
29 79,9378 | 10,0320 | 79,9378 | 10,0320 | alto alto | 1,0000 B
30 86,2785 | 10,4404 | 86,2785 | 10,4404 alto alto | 1,0000 T
31 106,7396 | 11,5789 | 162,0727 | 14,2548 alto alto | 0,6586 T
32 71,2844 9,3663 80,1942 | 10,0281 | alto alto | 0,8889 T
33 57,9335 8,5081 68,1684 9,1922 alto inter | 0,8499 T
34 80,4815 | 10,0225 | 103,6058 | 11,4114 | baixo | inter | 0,7768 B
35 40,0691 7,1245 40,0691 7,1245 | baixo | inter | 1,0000 B
36 50,8022 8,0065 50,8022 8,0065 | baixo | inter | 1,0000 TB
37 8,2298 3,2106 77,5553 9,9040 alto alto | 0,1061 T
38 47,3731 7,7075 47,2862 7,7007 baixo | inter | 1,0018 B
39 59,0022 8,6162 75,8233 9,7717 alto alto | 0,7782 B
40 77,6194 9,9151 |102,3218| 11,3049 | baixo | baixo | 0,7586 T




Pearson Product Moment Correlation terca-feira, dezembro 28, 2004, 17:04:10
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana

Cell Contents:
Correlation Coefficient
P Value

Number of Samples

) Diametro nlcleo  Area citoplasma Diametro citoplasma N:C
Area nucleo 0,977 0,918 0,916 -0,0777
4,672E-027 6,882E-017 1,163E-016 0,634
40 40 40 40
Diametro ndcleo 0,841 0,860 0,0361
1,151E-011 1,180E-012 0,825
40 40 40
Area citoplasma 0,980 -0,412
3,320E-028 0,00822
40 40
Diametro citoplasma -0,459
0,00291
40

N:C

The pair(s) of variables with positive correlation coefficients and P values below 0,050 tend to increase
together. For the pairs with negative correlation coefficients and P values below 0,050, one variable
tends to decrease while the other increases. For pairs with P values greater than 0,050, there is no
significant relationship between the two variables.

One Way Analysis of Variance terca-feira, dezembro 28, 2004, 17:03:32
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana

Dependent Variable: Area nicleo

Normality Test: Failed (P < 0,050)

Equal Variance Test: Passed(P =0,114)

Group Name N Missing Mean  Std Dev SEM

intermediario 17 0 62,359 19,145 4,643

alto 19 0 83,288 44,773 10,272

baixo 4 0 58,640 14,447 7,223

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 2 4714,803 2357,402 2,049 0,143
Residual 37 42573,572 1150,637

Total 39  47288,375



The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P =0,143).

Power of performed test with alpha = 0,050: 0,211

The power of the performed test (0,211) is below the desired power of 0,800.

Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually
exists. Be cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

One Way Analysis of Variance terca-feira, dezembro 28, 2004, 17:03:25
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana
Dependent Variable: Area ntcleo

Normality Test: Failed (P < 0,050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranksterca-feira, dezembro 28, 2004, 17:03:25
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana

Dependent Variable: Area nicleo

Group N  Missing Median 25% 75%

intermediario 17 0 57,933 46,990 77,893
alto 19 0 72,900 55,546 103,307
baixo 4 0 57,243 49,848 67,432

H = 3,308 with 2 degrees of freedom. (P =0,191)

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P =0,191)

One Way Analysis of Variance terca-feira, dezembro 28, 2004, 17:03:14
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana

Dependent Variable: Diametro ndcleo

Normality Test: Passed(P = 0,098)

Equal Variance Test: Passed(P =0,118)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

intermediario 17 0 8,747 1,336 0,324

alto 19 0 9,863 2,754 0,632

baixo 4 0 8,554 1,059 0,530
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 2 13,382 6,691 1,470 0,243
Residual 37 168,400 4,551

Total 39 181,782

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P =0,243).



Power of performed test with alpha = 0,050: 0,117
The power of the performed test (0,117) is below the desired power of 0,800.

Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually
exists. Be cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

One Way Analysis of Variance terca-feira, dezembro 28, 2004, 17:03:07
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana

Dependent Variable: Area citoplasma

Normality Test: Failed (P < 0,050)

Equal Variance Test: Passed(P = 0,529)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

intermediario 17 0 75,482 31,717 7,693

alto 19 0 102,235 66,433 15,241

baixo 4 0 64,831 25,952 12,976

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 2 8630,391 4315,195 1,637 0,208
Residual 37 97556,846 2636,672

Total 39 106187,237

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P = 0,208).

Power of performed test with alpha = 0,050: 0,143

The power of the performed test (0,143) is below the desired power of 0,800.

Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually
exists. Be cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

One Way Analysis of Variance terca-feira, dezembro 28, 2004, 17:03:02
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana
Dependent Variable: Area citoplasma

Normality Test: Failed (P < 0,050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranksterca-feira, dezembro 28, 2004, 17:03:02
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana

Dependent Variable: Area citoplasma

Group N  Missing Median 25% 75%
intermediario 17 0 68,168 49,923 104,005
alto 19 0 79,938 63,109 126,715

baixo 4 0 57,275 49,848 79,815



H = 3,856 with 2 degrees of freedom. (P = 0,145)
The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the

possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P = 0,145)

One Way Analysis of Variance terca-feira, dezembro 28, 2004, 17:02:53
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana

Dependent Variable: Diametro citoplasma

Normality Test: Failed (P < 0,050)

Equal Variance Test: Passed(P =0,614)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

intermediario 17 0 9,522 2,027 0,492

alto 19 0 10,933 3,024 0,694

baixo 4 0 8,902 1,693 0,846
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 2 24576 12,288 1,903 0,163
Residual 37 238,915 6,457

Total 39 263,491

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P =0,163).

Power of performed test with alpha = 0,050: 0,186

The power of the performed test (0,186) is below the desired power of 0,800.

Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually
exists. Be cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

One Way Analysis of Variance terca-feira, dezembro 28, 2004, 17:02:46
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana
Dependent Variable: Diametro citoplasma

Normality Test: Failed (P < 0,050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranksterca-feira, dezembro 28, 2004, 17:02:46
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana

Dependent Variable: Diametro citoplasma

Group N  Missing Median 25% 75%

intermediario 17 0 9,192 7,930 11,426
alto 19 0 10,028 8,873 12,684



baixo 4 0 8,488 7,897 9,908
H = 3,765 with 2 degrees of freedom. (P =0,152)
The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the

possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P =0,152)

One Way Analysis of Variance terca-feira, dezembro 28, 2004, 17:02:35
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana

Dependent Variable: N:C

Normality Test: Failed (P < 0,050)

Equal Variance Test: Passed(P = 0,563)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

intermediario 17 0 0,872 0,145 0,0352

alto 19 0 0,851 0,217 0,0497

baixo 4 0 0,939 0,121 0,0603
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 2 0,0265 0,0132 0,400 0,673
Residual 37 1,224 0,0331

Total 39 1,251

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P =0,673).

Power of performed test with alpha = 0,050: 0,049

The power of the performed test (0,049) is below the desired power of 0,800.

Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually
exists. Be cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

One Way Analysis of Variance terca-feira, dezembro 28, 2004, 17:02:29
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana
Dependent Variable: N:C

Normality Test: Failed (P < 0,050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranksterca-feira, dezembro 28, 2004, 17:02:29
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana

Dependent Variable: N:C

Group N  Missing Median 25% 75%
intermediario 17 0 0,834 0,793 1,000



alto 19 0 0,888 0,804 1,000
baixo 4 0 0,999 0,879 1,000

H = 0,872 with 2 degrees of freedom. (P = 0,647)
The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the

possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P =0,647)

t-test terca-feira, dezembro 28, 2004, 17:02:14
Data source: Data 1 in GIEMSA Adriana

Dependent Variable: N:C

Normality Test: Passed(P = 0,110)

Equal Variance Test: Passed(P = 0,694)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

alto 29 0 0,855 0,199 0,0369
baixo 11 0 0,904 0,112 0,0338
Difference -0,0487

t =-0,764 with 38 degrees of freedom. (P = 0,450)

95 percent confidence interval for difference of means: -0,178 to 0,0804

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that
the difference is due to random sampling variability. There is not a statistically significant difference
between the input groups (P = 0,450).

Power of performed test with alpha = 0,050: 0,050

The power of the performed test (0,050) is below the desired power of 0,800.

Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually
exists. Be cautious in over-interpreting the lack of difference found here.



Anexo 04

TESTE DO COMETA

Preparo de Solucdes

1) Solucéao de Lise (Estoque)

» 2,5M—NaCL ---------—-mmmmmme - 146,19
» 100 MM — EDTA ------------m-—-——- 37,249
» mM — Tris ---—--—--———-mmo - 1,29

Obs: Ajustar o pH para 10, antes de colocar o N-Lauroyl-Sarcosine. Completar para
1000 ml com H,O destilada.
* N-lauroyl-Sarcosine a 1% - 10 g

Conservacao: Temperatura ambiente, abrigada da luz.
2) Solucao de Lise (Uso)

» Triton X — 100 ---—----—-—--————-———- 1ml

Completar para 100 ml com solucéo de Lise estoque.
Obs: Essa solucédo deve ser feita na hora do uso. Deve ser colocada na geladeira até
atingir 4° C, aproximadamente duas horas antes do uso.
3) Solucao de EDTA (A)
» Hy0 destilada -------------—-----———- 200 ml
Obs: O pH deve ser ajustado para 10.

Conservacao: Temperatura ambiente.

4) Solucao de NaOH (B)

Conservacao: Temperatura ambiente, abrigada da luz.




5) Solucéao de Eletroforese

Deve-se fazer separadas as solugdes: A (EDTA) e B (NaOH).

Reagir cinco (05) ml de solucdo A e trinta (30) ml de solucéo B, completando para
1000 ml com H,O destilada.

& O pH deve ser ajustado para 13.

6) Solucao de Neutralizacao
» 0,4 M Tris ——--—--—--———mmmmmomm - 48,5 g
» Completar para 1000 ml de H,O destilada.

Obs: O pH deve ser ajustado para 7,5.

Conservacgao: Temperatura ambiente, abrigada da luz.

7) Solucao de Coloracao (Solucao Estoque)
» Brometo de Etidio ------------—---- 10 mg
» Hy0O destilada ---------------—---——- 50 ml

Conservacao: Temperatura ambiente abrigada da luz.

8) Solucao de Coloracao (Solucao Uso)
» Fazer diluicdo da solucao de uso 1 para 10.

» 1 ml Solucao Coloragao estoque ----- 9 ml H,O destilada

Conservacao: Temperatura ambiente abrigada da luz.

9) Agarose — Ponto de Fusdo Normal
» Agarose PFN ------—-mmmmmmmm o 300 mg (0,3 9)
> PBS (Livre de Ca™ e Mg™) ----- 20 ml (20 ml)

10) Agarose — Low Melting Point (Baixo Ponto de fusao)
» Agarose LMP --—--—--——--mmm - 100 mg (0,1 g)
» PBS (Livre de Ca*" e Mg™™) ------ 20 ml (20 ml)



Preparacéo das laminas
Gel Primeira Camada

01. Lavar as laminas
02. Diluir a Agarose Ponto de Fusédo Normal, deixando-a ferver de duas a trés vezes no
microondas.
03. Colocar o gel ja diluido no banho Maria a 60°C.
04. Com o auxilio de uma pinca, mergulhar as laminas limpas no gel sem deixar
escorrer.
05. Coloca-las na posicdo horizontal em frente a um aquecedor, deixando-as secar por

algumas horas.

Conservacgao: Geladeira a 4°C ou temperatura ambiente.

Teste do Cometa
Sangue

01. Preparar a solucédo de lise (uso), duas horas (2h) antes do uso ou até chegar a
4°C.

02. Diluir a agarose Baixo Ponto de Fusé&o.

03. Aquecé-la no microondas sem deixar ferver.

04. Transferi-la para banho-maria a 37°C.

05. Apagar todas as luzes do laboratério.

06. Coletar 5ul de sangue total e transferi-lo para um ependorf.

07. Coletar 100ul de agarose, homogeneizar junto com 0 sangue.

08. Pingar lentamente a mistura feita sobre a lamina preparada com agarose ponto de
fus&o normal.

09. Colocar uma laminula grande (24x60), soltando-a lentamente sobre a lamina.

10. Deixar na geladeira por 5 minutos.

11. Retirar cuidadosamente a laminula.

12. Mergulhar a lamina na solucao de lise (uso) recém preparada.

OBS: A cuba com solucéo de lise deve estar coberta com papel aluminio para proteger

da luz.



1)
2)
3)

4)

5)
6)

7)

8)
9)

Eletroforese

Preparar a solucdo Tampéao de Eletroforese, esperar chegar a 4°C.
Envolver a cuba de eletroforese num banho de gelo, mantendo-a a 4°C.
Retirar as laminas da solucéo de lise, lava-las com PBS e coloca-las na cuba de
eletroforese.
Colocar a solucéo tampéo de eletroforese até cobrir as laminas.
Deixar as laminas na cuba descansando por 20 minutos.
Programar a fonte de eletroforese com:
a. 25v
b. 20 minutos
c. Manter a mili amperagem — 300
Retirar cuidadosamente as laminas da cuba e colocd-las em um trilho de
coloragao.
Lava-las cuidadosamente com solucédo de neutralizagdo, 3 vezes de 5 minutos.

Mergulhar as laminas em Etanol 100% para fixacao.

10)Deixar secar a temperatura ambiente.

OBS: A mili amperagem e a poténcia serdo reguladas com a quantidade de solucao de

eletroforese colocada na cuba.

Padronizar qual lado sera deixado para o pélo negativo para que o0s cometas nao

corram de lados opostos.

As laminas podem ser conservadas em temperatura ambiente ou geladeira.

Coloracao

1) Para coloragédo das laminas, utilizar 50ul de solucdo de Brometo de Etidio (uso).

2) Cobrir com uma laminula grande (24x60).

3) As laminas devem ser lidas imediatamente apés a coloracéao.

4) Ao retirar as laminulas da lamina, mergulha-las em etanol 100%.

OBS:

Se for preciso reanalisar a lamina, pode ser repetido o procedimento de

coloracao, sem perder a qualidade da analise.



Analise das laminas

As laminas sdo analisadas com um microscopio de fluorescéncia, que permite a

visualizacdo das seguintes imagens microscopicas: com contorno circular (sem danos

no DNA) ou estruturas em forma de “cometa” (com danos no DNA).

A extensdo de cada imagem significa a distancia de migracdo da fita de DNA

danificada, que foi classificada segundo Singh e col. (1988, 1991); Pool-Zobel e
col.(1994) speit e col.(1995).

As células foram classificadas em cinco categorias (0-4) correspondente as seguintes

quantidades de danos na cauda do DNA.

1)
2)
3)

4)
5)

6)
7)

8)

9)

» 0 = sem danos (<5%)

» 1 = baixo nivel de danos (5-20%)
» 2 = médio nivel de danos (20-40%)
» 3 = alto nivel de danos (40-95%)

» 4 = dano total (>95%)

Dicas

Coletar sangue: 5ul de sangue / 100 ou 120ul agarose. (Homogenizar)
Pingar na lamina, e ap6s colocar laminula.
Deixar 5 minutos na geladeira, retirar a laminula e mergulhar na solucao de lise
(uso).
Deixar na solucado de lise no minimo 1 hora e no maximo 4 semanas.
Retirar da solucdo de lise e colocar em uma cuba com PBS (uso) por
aproximadamente 5 minutos, para retirar os cristais que se formam.
Preparar a solucéo de eletroforese.
Colocar as laminas na cuba de eletroforese, colocar lentamente a solucdo de
eletroforese e deixar descansando por 20 minutos.
Programar eletroforese.
» 25V
» 20 minutos
» 300 MA
Se passar de 300 MA, retirar solucdo de eletroforese, e se estiver abaixo,

acrescentar solugéo.

10)Correr eletroforese.



11)Ap0bs correr, retirar as laminas da cuba e colocar sobre o ferro, lavar 3 vezes de
5 minutos com solucdo de neutralizagdo.(Com muito cuidado para ndo romper a
agarose).

12)Mergulhar em &lcool absoluto para fixagéo.

13)Corar e analisar.

OBS: 1 ml=1p

A lise € uma solucdo hipoténica que quebra a membrana e deixa somente o nucleo.



RG KIEL IMUNOFENOTIPO
1 linfoma de céls T pleomdrfico T
2 imunobléastico T
3 centroblastico T/B
4 centroblastico B
5 imunobléastico T
6 linfoma de céls T pleomdrfico T
7 imunoblastico T
8 centrocitico B
9 imunoblastico T
10 imunoblastico B
11 linfoma de zona T T
12 imunoblastico B
13 linfoblastico T/B
14 linfoma de céls T pleomdrfico T
15 linfoblastico B
16 imunoblastico T
17 linfoblastico B
18 linfoplasmacitico T/B
19 centroblastico B

20 imunobléastico T

21 centroblastico B

22 imunoblastico B

23 linfoma de zona T T

24 centrocitico-centroblastico B

25 linfocitico T

26 imunobléastico B

27 difuso grandes células anaplasico B

28 imunoblastico T/B

29 linfoplasmacitico B

30 linfocitico B

31 imunoblastico T/B

32 imunoblastico T

33 linfoma de céls T pleomdrfico T

34 imunoblastico B

35 imunobléastico T

36 imunoblastico T

37 imunoblastico T/B

38 imunoblastico T

39 linfoma de céls T pleomdrfico T

40 centrocitico-centroblastico T/B

41 imunoblastico T

42 centrocitico B

43 centrocitico T/B

44 imunoblastico T

45 imunoblastico B

46 imunoblastico B

47 imunoblastico B

48 centrocitico-centroblastico B

49 imunoblastico T

50 imunoblastico T/B

51 imunoblastico B

52 linfocitico T

53 centrocitico B




Anexo 06

RG WF IMUNOFENOTI GRAU

1 linfoma difuso pequenas céls clivadas T intermediario
2 imunoblastico T alto

3 linfoma difuso de grandes céls. N&o clivadas T/B intermediario
4 linfoma difuso de grandes céls. N&o clivadas B intermediario
5 imunobléastico T intermediario
6 linfoma difuso de pequenas céls. Clivadas T intermediario
7 imunoblastico T alto

8 linfoma difuso de pequenas céls. Clivadas B intermediario
9 imunoblastico T alto

10 imunoblastico B alto

11 linfoma difuso misto pequenas e grandes células T intermediario
12 imunoblastico B alto

13 linfoblastico T/B alto

14 linfoma difuso de pequenas céls. Clivadas T intermediario
15 linfoblastico B alto

16 imunoblastico T alto

17 linfoblastico B alto

18 linfoma linfocitico plasmocitéide T/B baixo

19 linfoma difuso grandes células ndo-clivadas B intermediario
20 imunoblastico T alto

21 linfoma difuso grandes células ndo-clivadas B intermediario
22 imunoblastico B alto

23 linfoma difuso misto pequenas e grandes células T intermediario
24 linfoma difuso pequenas céls clivadas B intermediario
25 linfocitico T baixo

26 imunoblastico B alto

27 imunoblastico B alto

28 imunoblastico T/B alto

29 linfocitico plasmocitdide B baixo

30 linfocitico B baixo

31 imunoblastico T/B alto

32 imunoblastico T alto

33 linfoma difuso de pequenas céls. Clivadas T intermediario
34 imunoblastico B alto

35 imunoblastico T alto

36 imunoblastico T alto

37 imunoblastico T/B alto

38 imunoblastico T alto

39 linfoma difuso de pequenas céls. Clivadas T intermediario
40 linfoma difuso grandes células ndo-clivadas T/B intermediario
41 imunoblastico T alto

42 linfoma difuso de pequenas céls. Clivadas B intermediario
43 linfoma difuso de pequenas céls. Clivadas T/B intermediario
44 imunoblastico T alto

45 imunoblastico B alto

46 imunoblastico B alto

47 imunoblastico B alto

48 linfoma difuso pequenas céls clivadas B intermediario
49 imunoblastico T alto

50 imunoblastico T/B alto

51 imunoblastico B alto

52 linfocitico T intermediario
53 linfoma difuso de pequenas céls. Clivadas B intermediario




oLelpauwlBul | oxreq |Z6T¢'ES £G€£¢85080°0 LEE€99EGG'6E |€€/92E/8T'E ¥2€09€C0E'T 62
ole ole |920‘L 79€6E2Z8ET'0 ¥/56G9//.'€S [€SGCVOVEY L €/2/22586'T 8¢
ouelpauldul | oxreq |9G/€'T ¥2/969T€0'0 T680T696'Cy |86T086T9E'T 8€/0T9T9Y'0 L
ole ole |9Gev'e 656/92€.00 GTG8YT162'9F |89TE8IT6E'E T1G6€82/G0°T 9Z
ougipauldul | oxreq |916'0 11/€19/200 TS67E88T'EE  |2099¥¥8T6'0 Y¥SST06V'0 14
oLelpaulBul | oxreq |2/v6'v /685,00 650/V9/.T'T9 |SGC/ETEQS'Y 8TGGG99GG'T e
ouelpaulBul | oxreq |26¥7.'0 160022/90°0 T98ET920'TT 8/1¢8/1¥.'0 9/TIV¥S.2'0 1574
olje ole |y0€9'C G2/615.0'0 LEE99EEQ'VE  |9EVOSEY09'C 82¢0¢/616'0 [44
olje olle |8209'c 99/916880°0 90¥76508T'8E  |Y096E£096€E'E 29€2E00TT'T Y4
ole olle |82/6'T G/8¥vE9v0°0 VGSSPYS/6'TY  |GEGIVESYE'T 1590221910 0c
ole olle |89G6'9 ZETY8YT60°0 98€T9867'69 |C086T08SE'9 GE96YIEVE'C 6T
oLelpauldul | oxreq |9¢0T'S E€GYELEIET 0 619/82€'GE 29/¥06/.18v LE/TTS/8T'T 8T
olje ole |9TIV'v €€20vSTL00 999'T9 9TIV'V GZEG/9198'C /T
ole ole |g/€e€'S €9T16E/¥50°0 69/0€2G.'€6 |/L0EC6TET'S VEIVTYEST'T 9T
oxreq oxreq |¥e'T Z90TELTO0 196¢€22'G8 €l¥12S2/v'T 8YEV0ET62'0 ST
ole ole |#890°'T TT8T8SES00 G/ 2987561 860SV/.70'T /6TT8S9G1'0 14’
ouelpawia1ul ole |y¥1v0S'C 22Z8SEVY80°0 1/92€/99€'6¢ |96€096.1'C 8/8708T0'T €T
ouelpawiaul ole |8G'C Y0SEETSY0'0 106968G¢2'G. |T€0T0.96E'E 9202€/9/0°T cT
oxreq oxreq |9€vS'T 9€20/ETE00 206%7599'01 G/2989G/2'T TTTTT9E06'0 1T
ole olle |9686'T 1,09G€0/20°0 €989G186'¢9 |860S¥7.20.°'T 9€90E6E00°'T 0T
olje olle |26TS'C ¥2967TEG0'0 9/TTV6V6'Cy |860S17.282'C /S6EG5/€8°0 6
oLelpaulBul | oxreq |9€9T'y G86¢81¥T190°0 65076578'09  |66006601.'C 25G968¢0S'T 8
ole olle |ZTGS'C 698¢15890°0 9vS v 68T'E 8//1/11688T L
olje ole |8TE'CT 81G/9218T'0 8156°'/9 8TECT 8/VEY0EIV 'V 9
ole olle |9TES'V €9T/¥912T'0 Z2E89TE8B'9E  |£/92€/98V'Y 86E0T8S8E'T ]
ole ole |y2IT'C Gi0¥8.£90°0 8TT'EE 124N 962218850 14
oLelpaulBul | oxreq |¥68'C LEVSYYES0 0 €G9VESPT'CS  |£690£698.°C 20,082/.T9°0 €
ouelpawaul olle |9£89'C 9G20v£80'0 26/026€0'0€ |SES9VESG0S'C GGZTTYS60'T 4
olje olle |899G'C G¥9805160'0 9TC/.'GE 9/€'€ 9G9G2186'0 T
1M 73 [199/40ON sowod gN| ‘esionu JON ep eanejal eauy| Jesjonu eppaw ealy| 0sjonu /d JON op eipsw ealy| HON 8p ood /d elpsw ealy oY

)0 OXauy




Teste do cometa Anexo 08

Resultados do Tail Moment ou dano de DNA observados nos animais
pareados e ndo pareados

RG massa TM massa Kiel WF RG sgue | TM sgue
1 14.007 alto alto 1 0,5630
2 0,4586 alto alto 2 0,7493
3 13.104 alto alto 3 20.210
4 20.545 baixo intermediario 4 13.202
5 0,9550 alto intermediario 5 0,4426
6 31.877 alto alto 6 15.170
7 10.801 alto alto 7 11.633
8 10.035 alto alto 8 0,9957
9 22.793 baixo intermediario 9 0,3779
10 10.871 alto alto 10 0,4856
11 30.535 baixo intermediario 11 0,6914
12 11.529 baixo intermediario 12 0,4623
13 23.367 alto intermediario 13 14.736
14 23.861 alto alto 14 0,5279
15 49.262 alto alto 15 10.256

TM da massa neoplésica dos animais ndo pareados

RG TM massa Kiel WF

16 12.914 baixo baixo

17 24.252 alto alto

18 0,3517 alto alto

19 23.520 alto intermediario
20 68.808 alto alto

21 23.092 alto alto

22 0,9124 alto alto

23 0,6600 alto alto

24 0,4764 alto alto

TM do sangue | animais ndo pareados

16 TM sgue kiel WF

17 0,4894 baixo intermediario
18 0,4320 alto alto

19 0,6648 baixo intermediario
20 0,5336 alto intermediario

21 15.303 alto alto
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