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RESUMO 

 

SILVA, M. C. L. Perfil imunoistoquímico dos Linfomas Difusos de Grandes Células B caninos 

utilizando-se o método de microarranjo de tecido (TMA). Botucatu, 2015. 91 p. Dissertação 

(Mestrado) Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade 

Estadual Paulista. 

 

Os linfomas não Hodgkin (LNHs) são as neoplasias hematopoiéticas mais comuns nos cães, 

sendo o Linfoma Difuso de Grandes Células B (DLBCL) o subtipo mais frequente. Os DLBCLs 

são neoplasias formadas por células linfoides B com padrão de crescimento difuso e podem 

apresentar pelo menos cinco variantes. O presente trabalho teve como objetivos traçar o perfil 

imunoistoquímico dos DLBCLs dos cães, classificá-los de acordo com os critérios estabelecidos 

pela WHO (2008), WHO veterinária (2002) e Classificação de Kiel e efetuar a avaliação dos 

anticorpos utilizados pelo método de microarranjo de tecido (TMA), comparando-o com o corte 

convencional. Foi avaliada a expressão imunoistoquímica de marcadores pan B (CD79a, CD20 e 

PAX-5); a determinação dos índices proliferativo (Ki-67) e apoptótico (caspase-3) e também da 

expressão de p53 mutante. Foram observados 24 linfomas centroblásticos monomórficos, 4 

imunoblásticos B e 1 centroblástico polimórfico de acordo com a classificação de Kiel. Este 

perfil é de 25 Linfomas de Grandes Células B Difusos/ DLBCL, NOS variante centroblástica e 4 

Imunoblásticos de Grandes Células /DLBCL, NOS variante imunoblástica, pela WHO de 2002 e 

2008, respectivamente. Houve marcação em 100%, 75,8% e 58,6% dos casos para o CD79a, 

CD20 e PAX-5, respectivamente. A mediana de porcentagem de marcação para o Ki-67 e para a 

caspase-3 foi de 45,9% e 10%, respectivamente. Já a expressão da proteína p53 mutante foi 

verificada em 16 tumores (55,1%). A análise destes marcadores utilizando-se o TMA resultou 

em perfil imunofenotípico idêntico e medianas de caspase-3, Ki67 e p53 significativamente 

semelhantes quando comparadas com o corte convencional. Concluiu-se que em nossas amostras 

não houve diferença estatística entre os diferentes subtipos histológicos em relação aos índices 

proliferativo e apoptótico e expressão da p53. Ainda, o TMA é uma técnica adequada para 

avaliação do imunofenótipo, índices proliferativos, apoptóticos e presença da p53 mutante. 

 

Palavras-chave: linfoma, cão, DLBCL, imunoistoquímica, TMA 



 

 

ABSTRACT 

 

SILVA, M. C. L. Canine Diffuse Large B Cell Lymphoma imunohistochemical profile using 

Tissue Microarray (TMA). Botucatu, 2015. 91 p. Dissertação de Mestrado, Universidade 

Estadual Paulista, Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia. 

 

Non Hodgkin lymphomas (LNHs) are the most common hematopoietic tumors of dogs, among 

which Diffuse Large B Cell Lymphoma (DLBCL) is the most frequent subtype. DLBCLs are 

tumors composed of lymphoid B cell with a diffuse growth pattern and may present at least five 

variants. The present work intended to delineate the immunohistochemical profile of canine 

DLBCL, classify them according to the criteria proposed by WHO (2008); veterinary WHO 

(2002) and Updated Kiel Classification and also perform the evaluation of the used antibodies on 

tissue microarray (TMA) method in comparison to conventional histological sections. The 

immunohistochemical expression of pan B markers (anti CD79a, anti CD20 and PAX-5) was 

assessed; as well as the determination of proliferation index (Ki-67) and apoptosis (caspase 3) 

and also the expression of the mutant p53. There were 24 monomorphic centroblastic 

lymphomas, 4 imunoblastic B and 1 polimorphic centroblastic according to Kiel. That profile is 

25 Diffuse Large B Cell Lymphoma/ DLBCL, NOS centroblastic variant and 4 Large Cell 

Imunoblastic/ DLBCL, NOS imunoblastic variant according to WHO 2002 and 2008 

respectively. Immunolabeling was seen in 100%, 75.8% and 58.6% of the cases for CD79a, 

CD20 and PAX-5 respectively. The immunolabeling median percentage of Ki67 was 45.9% and 

for caspase-3 it was 10%. The expression of mutant p53 was observed in 16 tumors (55.1%). The 

analysis of those markers using TMA resulted in identical imunophenotype and significantly 

similar medians of caspase-3, Ki67 e p53 when compared to conventional sections. In conclusion 

there was no statistical difference among the histological subtypes regarding proliferation and 

apoptotic indexes and p53 expression in our samples. Also, TMA is an adequate technique for 

evaluating imunophenotype, proliferation and apoptotic indexes as well as presence of mutant 

p53.  

 

Key words: lymphoma, dog, DLBCL, immunohistochemistry, TMA 
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1. INTRODUÇÃO 
 

        Os linfomas não-Hodgkin (LNHs) são as neoplasias hematopoiéticas mais comuns nos cães 

e estes tem sido propostos como modelo de ocorrência espontânea para o estudo da etiologia e 

protocolos de tratamento dos LNHs humanos (PONCE et al., 2010; COMAZZI et al., 2014; ITO 

et al., 2014; RICHARDS; SUTER, 2014). Já há algum tempo a classificação morfológica dos 

LNHs caninos têm se baseado com sucesso nas diferentes classificações propostas para os LNHs 

humanos (VALLI et al., 2002; VALLI et al., 2011) 

        No homem, aproximadamente um terço de todos os linfomas em adultos são linfomas 

difusos de grandes células B (DLBCL – diffuse large B cell lymphoma), que também é o tipo de 

LNH mais frequente nos cães (VALLI et al., 2011; ITO et al., 2014)  

        Nas classificações de LNHs humanas, principalmente as propostas pela WHO (JAFFE et 

al., 2001; SWERDLOW et al. 2008), os subtipos são caracterizados por dados epidemiológicos, 

clínicos, fenotípicos e genéticos, que permitem a identificação de entidades morfológicas 

(PONCE et al., 2010; ITO et al., 2014). Esta também tem sido a tendência para a classificação 

atual dos linfomas caninos, visto que cada vez mais há trabalhos que focam em alterações 

genéticas similares as encontradas no homem, as quais podem permitir uma maior acurácia na 

classificação e potencialmente desenvolvimento de terapia mais eficaz para determinados tipos 

de linfoma (FRANTZ et al., 2013; MUDALIAR et al, 2013; RICHARDS et al., 2013; ITO et al., 

2014;). 

        Atualmente, a imunofenotipagem dos linfomas está incorporada aos sistemas de 

classificação dos linfomas caninos, assim como a determinação da expressão de marcadores 

biológicos como Ki-67, caspase-3 e p53 (SUZANO, 2007). A determinação do índice 

proliferativo, utilizando-se o Ki67, pode aumentar a acurácia da classificação dos linfomas e 

facilitar a diferenciação entre determinados subtipos que são morfologicamente semelhantes 

como o linfoma de zona marginal, utilizando-se os índices proliferativos e apoptóticos maiores 

apresentados pelos DLBCLs (VALLI et al., 2007).  

        Na espécie humana, os linfomas de alto grau que possuem maior índice de positividade para 

caspase-3 respondem melhor ao tratamento (DONOGHUE et al., 1999). Este tipo de avaliação 

ainda é pouco comum nas neoplasias caninas, porém nos linfomas caninos empregando-se as 

classificações de Kiel e Working Formulation observou-se grande variação no percentual de 
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células positivas, não sendo constatada diferença entre os linfomas de alto e baixo grau e entre os 

diferentes imunofenótipos (SUZANO, 2007). A determinação do percentual de células positivas 

para caspase-3 e a aplicação de classificações mais atuais, como as propostas para os animais 

domésticos (VALLI et al., 2002) e para os seres humanos (SWERDLOW et al., 2008) nos 

linfomas caninos, mais especificamente os DLBCLs, podem auxiliar no estabelecimento de um 

perfil mais detalhado destas neoplasias. 

        Na literatura a expressão do p53 alterado no linfoma varia de 22 a 60% dos casos 

(INAMURA et al., 1994; SUEIRO et al., 2004; SUZANO, 2007; DHALIWAL et al., 2013). 

SUEIRO et. al (2004) não detectaram correlação da expressão do p53 com imunofenótipo e grau 

de malignidade das neoplasias. Em estudo recente não foi constatada diferença nos níveis de 

expressão e frequência da mutação do TP53 entre os grupos de animais portadores de linfomas 

sensíveis e resistentes à quimioterapia (TOMIYASU et al., 2010). Em outro estudo foi observado 

que a expressão do p53 teria impacto negativo na sobrevida total do animal, mas não 

influenciaria no tempo de recorrência da doença (DHALIWAL et al., 2013). Assim, na Medicina 

Veterinária, o papel desempenhado pelo p53 é controverso (SUEIRO et al., 2004; SUZANO, 

2007; CALAZANS, 2010). 

        Neste contexto, percebe-se a necessidade da utilização de panéis de anticorpos mais amplos. 

Assim, técnicas como o microarranjo de tecido (TMA), que consiste em remover pequenos 

cilindros de tecido de vários blocos doadores e agrupá-los em um único bloco receptor, 

(BUBENDORF et al. 2001) facilitam a avaliação de um número grande de amostras sob as 

mesmas condições, além de poupar reagentes, tempo e custo, ainda com aumento substancial da 

eficácia (MILANES-YEARSLEY et al., 2002). Uma desvantagem da técnica é que a quantidade 

limitada de tecido analisado pode não ser representativa. Estudos de validação com amostras 

humanas demonstraram graus variáveis de concordância entre o TMA e o corte inteiro. Esta 

variação se deve a diversos fatores, entre eles, avaliação de diferentes tipos tumorais e 

marcadores, distribuição desigual de um determinado marcador, método de avaliação aplicado e 

número de cores para cada tumor (ZU et al., 2005). Diante do exposto, se faz necessário um 

estudo comparativo entre o corte convencional e o TMA englobando marcadores de 

imunofenótipo, proliferação e apoptose, verificando a adequação de sua utilização. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

          

        Os linfomas não Hodgkin (LNHs) são as neoplasias hematopoiéticas mais comuns nos cães 

(DOBSON et al., 2001; RUTLEY; MACDONALD, 2007), com incidência variando de 13 a 33 

casos por 100.000 cães, o que os torna mais comuns nesta espécie do que nos homens (SÖZMEN 

et al., 2005). Quando se leva em conta apenas cães idosos a prevalência pode chegar a 84 por 

100.000, já para cães com menos de um ano cai para 1,5 por 100.000 cães (VAIL et al., 2001). 

Existem trabalhos que apontam números ainda mais altos, como é o caso de um estudo da 

população de Golden retrievers na Alemanha onde se observou o valor de 116 por 100.000 cães. 

(BOERKAMP et al., 2014).  

        Ainda não está bem estabelecida uma causa para o linfoma, mas há fatores que devem 

contribuir para o desenvolvimento da doença. Aberrações no sistema imune foram observadas 

em cães com linfoma, além de aumento da ocorrência em cães com doenças autoimune. Não foi 

comprovada, no entanto, uma relação de causa efeito. Em humanos o risco de desenvolver 

câncer no sistema linforreticular é maior em pessoas com imunossupressão. Acredita-se que isso 

seja devido a superexpressão de alguns oncogenes em linfócitos destes pacientes, o que 

eventualmente levaria ao desenvolvimento da neoplasia (TESKE, 1994). 

        Outra possível causa para o linfoma seria infecção viral, sendo esta ainda não comprovada 

em cães, mas observada em alguns tipos de leucemia e linfoma em humanos (RICHARDS; 

SUTER, 2014). A exposição a produtos químicos, provavelmente devido ao seu efeito 

imunossupressor, já foi citada (TESKE, 1994). Em estudo realizado na cidade de São Paulo, foi 

observada associação positiva entre cães que residem fora da residência perto de ruas e avenidas 

movimentadas e aumento no risco de desenvolvimento de linfoma, sugerindo que a poluição 

ambiental advinda do trânsito de veículos pode estar associada com a doença (ZANINI et al., 

2013).  

        Além destas causas estão aumentando os estudos com relação a anormalidades 

cromossômicas, já tendo sido observadas alterações numéricas (TESKE, 1994) e translocações 

cromossômicas (RÜTGEN et al, 2012). Recentemente foi observada uma deleção do 

cromossomo 14 exclusivamente, mas não em todos os DLBCLs. Nos cães da raça golden 

retriever, no entanto, foi observada em todos os animais avaliados, ressaltando o potencial do cão 
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como modelo para o estudo do linfoma, em especial em determinadas raças que apresentam 

menor variabilidade genética (DOBSON, 2013). 

        Alterações epigenéticas são eventos precoces durante a carcinogênese e a hipermetilação de 

ilhas CpG em regiões promotoras de genes supressores de tumor é um mecanismo bem 

conhecido de silenciamento gênico que contribui para o desenvolvimento e progressão tumoral. 

Inibidor de Via do Fator Tecidual 2 (TFPI-2) é um supressor de tumor envolvido na inibição de 

invasão. O silenciamento do TFPI-2 é amplamente relatado em vários distúrbios de caráter 

maligno em humanos, mas pouco avaliado no linfoma (FERRARESSO et al., 2014).  

        Em 2014 Ferraresso et al investigaram a expressão do TFPI-2 no Linfoma Difuso de 

Grandes Células B canino comparando com linfonodo normal e observaram hipermetilação em 

77% das amostras tumorais. Verificaram ainda que o nível de metilação estava significantemente 

aumentado comparado ao controle e a análise identificou 82% dos loci com hipermetilação, com 

aumento médio de 2 a 120 vezes. A análise de expressão gênica confirmou diminuição da 

expressão do TFPI-2 nos DLBCLs comparado a linfonodo normal, sugerindo que a sua 

hipermetilação regula negativamente a transcrição. Foi encontrada ainda correlação positiva 

entre nível de metilação e idade do animal, provendo a primeira indicação de modificações 

epigenéticas no DLBCL associadas com a idade. No futuro este achado pode ser considerado em 

associação para o prognóstico e terapia (FERRARESSO et al., 2014). 

        Os linfomas dos cães exibem biologia tumoral, influência ambiental, comportamento 

biológico tumoral e aberrações genéticas, assim como influências ambientais, semelhantes aos 

do homem. A incidência de linfoma em humanos e cães é semelhante, o tipo mais comum de 

LNH é o mesmo em humanos e no cão – linfoma de células B difuso –, os mesmos agentes 

quimioterápicos são utilizados e por isso a doença na espécie canina tem sido proposta como 

modelo de ocorrência natural para o estudo da etiologia e de protocolos de tratamento dos LNHs 

humanos (PONCE et al., 2010; ROWELL et al, 2011;COMAZZI et al., 2014; ITO et al., 2014).   

        Anatomicamente, os linfomas caninos podem ser classificados em: multicêntrico, digestivo, 

tímico, cutâneo e solitário (JACOBS et al., 2002). De acordo com a World Health Organization 

(WHO) podem ser classificados em cinco estágios clínicos (OWEN, 1980) e dois subestágios 

(GREENLEE et al., 1990), os quais refletem o grau de envolvimento dos órgãos afetados e sinais 

clínicos apresentados pelo animal, respectivamente (VAIL; YONG, 2007). Assim a extensão da 
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doença pode ser descrita e a maioria dos linfomas caninos se apresenta em estágios avançados, 

III, IV ou V, no momento do diagnóstico (TESKE, 1994; CARDOSO et al., 2003; GAVAZZA et 

al., 2008; MORENO e BRACARENSE, 2007; CÁPUA et al., 2011;  NEUWALD et al., 2014). 

Os sinais clínicos associados são variáveis e dependem entre outros fatores da localização do 

tumor. (VAIL; YONG, 2007) 

        Na forma multicêntrica, que é a mais comumente encontrada (SEQUEIRA et al., 1999; 

CARDOSO et al., 2003; MORENO; BRACARENSE, 2007; PONCE et al., 2010; ZANINI et al., 

2013;  NEUWALD et al., 2014) o achado mais consistente é a linfoadenopatia indolor 

generalizada, com possível hepatoesplenomegalia e envolvimento da medula óssea. A forma 

mediastinal é relatada como a segunda apresentação mais comum (SEQUEIRA et al. 1999, 

CARDOSO et al. 2003). É caracterizada pelo aumento dos linfonodos mediastínicos craniais 

e/ou timo, e os sinais clínicos incluem dispneia, tosse, intolerância ao exercício e regurgitação 

(TESKE, 1994; CARDOSO et al., 2003).  

        Cães com a forma alimentar ou digestiva comumente apresentam sinais gastroentéricos 

inespecíficos como êmese, diarreia e perda de peso. Linfonodos mesentéricos, fígado e baço 

também podem estar envolvidos. (TESKE, 1994; FIGHERA et al., 2002). O linfoma cutâneo no 

cão pode ser generalizado ou multifocal e histologicamente pode ser divido em epiteliotrópico 

(geralmente de origem T) e não epiteliotrópico (geralmente de origem B). Os tumores podem se 

apresentar na forma de nódulos, placas, úlceras, eritroderma e dermatite esfoliativa (VAIL; 

YOUNG, 2007). A forma extranodal ou isolada é mais incomum e pode afetar qualquer tecido 

do corpo, sendo sítios comuns o tecido ocular e neural (FIGHERA et al., 2002; CARDOSO et 

al., 2003). 

        Os linfomas podem ser divididos ainda de acordo com sua origem em linfomas de células B 

e T, sendo que o T é apontado como de pior prognóstico (KIUPEL et al., 1999; DOBSON, 2001) 

Na literatura internacional tem-se o linfoma B como o de maior ocorrência nos cães 

(FOURNEL-FLEURY et al., 1997a; ARESPACOCHAGA et al., 2007; PASTOR et al., 2009; 

VEZZALI et al., 2010; PONCE et al., 2010), já na literatura brasileira foi observado tanto 

predominância de linfomas T (MORENO; BRACARENSE 2007;  FERNANDES, 2014), quanto 

de linfoma B (NEUWALD et al., 2014). Foi levantada a hipótese que essa variação se deva ao 
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número limitado de indivíduos avaliados, assim, um estudo mais amplo poderia eliminar uma 

possível variação regional em relação ao imunofenótipo da neoplasia (NEUWALD et al., 2014). 

        Não há predisposição sexual para o desenvolvimento de linfoma, mas já foi observada em 

alguns estudos uma tendência de maior ocorrência em machos (CARDOSO et al, 2003; 

FIGUEIRA et al. 2006; MORENO; BRACARENSE, 2007; PASTOR et al., 2009, VALLI et al., 

2013; FERNANDES, 2014) 

        O linfoma pode ocorrer em qualquer idade, mas afeta predominantemente animais de meia 

idade a idosos. (TESKE, 1994) Estudos relatam médias variando de 5,9 a 9,5 anos (SEQUEIRA 

et al. 1999, DOBSON et al. 2001; MODIANO et al., 2005; MORENO; BRACARENSE, 2007; 

PASTOR et al., 2009; ZANINI et al., 2013; NEUWALD et al., 2014). 

        A predisposição racial para o desenvolvimento do linfoma na espécie canina tem sido 

descrita (PONCE et al., 2010). Raças com risco aumentado de linfoma incluem Bouvier des 

Flandres, Rottweiler, Doberman, Pastor Alemão, São Bernardo, Labrador, Golden retriever, 

Scottish terrier, Setter e Bull Mastiff (TESKE, 1994; DOBSON et al. 2001; EDWARDS et al., 

2003; PASTOR et al., 2009). Algumas raças de pequeno porte frequentemente acometidas pelo 

linfoma incluem o Poodle e o Scottish Terrier (DOBSON et al. 2001). Raças com menor 

acometimento incluem Dachshund, Poodle toy, Yorkshire terrier e Pomeranians (TESKE, 1994; 

VAIL; YOUNG, 2007; JACOBS et al. 2002). 

        No Brasil a presença de animais sem raça definida é sempre expressiva e, portanto, isto se 

reflete nos resultados das casuísticas que têm sido publicadas. Dentre as raças mais observadas, a 

ocorrência é maior em animais de grande porte como Pastor Alemão, Boxer, Dobbermann e 

Rottweiler (SEQUEIRA et al., 1999; MORENO; BRACARENSE, 2007).  

        Foi observada uma maior probabilidade de desenvolver determinado imunofenótipo do 

linfoma de acordo com a raça. Os Boxers tem risco aumentado de desenvolver neoplasias T 

(FOURNEL-FLEURY et al., 2002; DOBSON, 2013), assim como Bullmastiff (ONIONS, 1984),  

raças Sptiz e cães asiáticos de “colo”, enquanto que Border Collie, Baset Hound, Cocker Spaniel, 

Doberman, Pastor Alemão e provavelmente Rottweiler são afetados principalmente por 

neoplasias B (MODIANO et al., 2005; DOBSON, 2013). Devido à ocorrência em grupos de 

raças que possuem origem em comum, acredita-se que o risco aumentado de desenvolvimento de 

doenças linfoproliferativas de origem T pode ter surgido em algum ancestral, enquanto que o 
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risco aumentado de desenvolvimento de neoplasias B pode surgir de diferentes fatores de risco 

ou combinações que tiveram origem durante o processo de seleção da raça (DOBSON, 2013).  

 Já há algum tempo a classificação morfológica dos LNHs caninos têm se baseado com 

sucesso nas diferentes classificações propostas para os LNHs humanos – classificação atualizada 

de Kiel, Working Formulation for Clinical Usage (WF), Revised European American 

Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL) e mais recentemente a classificação da World 

Health Organization (WHO) – levando em conta caracteres epidemiológicos, clínicos, 

fenotípicos e genéticos, que no homem permitem a identificação de entidades morfológicas 

(PONCE et al., 2010) 

 Na Medicina Veterinária todos estes sistemas propostos foram aplicados na medida em que 

eram desenvolvidos (CARTER et al., 1986; GREENLLE et al., 1990; TESKE, 1994; 

FOURNEL-FLEURY et al., 1997a; VALLI et al., 2002; PONCE et al., 2010). Mesmo que sem 

concordância entre os especialistas veterinários sobre qual seria o mais adequado, os resultados 

foram animadores (VALLI et al., 2002). Independentemente da classificação utilizada a principal 

diferença identificada entre seres humanos e cães foi a predominância dos linfomas mais 

agressivos nesta última espécie, sendo os linfomas foliculares pouco frequentes (BIENZLE; 

VERNAU, 2011). No entanto, o valor do cão como modelo da doença humana depende da 

possibilidade de distinção dos principais subgrupos de linfoma em ambas as espécies com uma 

classificação confiável dos LNHs caninos seguindo esquemas atualmente utilizados para os 

LNHs humano (PONCE et al., 2010) 

 No homem, aproximadamente um terço de todos os linfomas em adultos são Linfomas 

Difusos de Grandes Células B (Diffuse Large B Cell Lymphoma – DLBCL), que é considerada a 

forma mais comum de linfoma não Hodgkin no mundo ocidental. O DLBCL está associado a um 

histórico agressivo, com média de sobrevida de menos de um ano em pacientes não tratados 

(FLOWERS et al., 2010). Segundo os autores que utilizaram a classificação da WHO, o subtipo 

de LNH mais frequente nos cães é o DLBCL (VALLI et al., 2011; ITO et al., 2014). 

 Nas classificações mais antigas o DLBCL é correspondente aos subtipos histiocítico difuso 

e misto histiocítico-linfocítico difuso na Rappaport; célula de centro de folículo grande clivada e 

não clivada e imunoblástico B na Lukes Collins; difuso de grandes células, imunoblástico de 
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grandes células, difuso misto de pequenas e grandes células na Working Formulation e linfoma 

difuso de grandes células B na REAL. (GATTER; WARNKE, 2008) 

 A proposta da Classificação Histológica dos Tumores Hematopoiéticos dos Animais 

Domésticos da World Health Organization (WHO) é baseada na classificação REAL/WHO 

utilizada nos linfomas humanos (VALLI et al., 2002; VALLI et al., 2013). Ela tem sido aplicada 

por vários autores em diferentes espécies, porém sem que haja consenso na sua adequação para 

os LNHs caninos. Grupos importantes no estudo deste tipo de neoplasia ainda consideram que a 

classificação de Kiel atualizada (LENNERT; FELLER, 1992) não deve ser descartada (PONCE 

et al., 2010). 

        Na classificação atualizada de Kiel os subtipos correspondentes aos DLBCL são os 

linfomas centroblásticos monomórficos e polimórficos, os imunoblásticos de células B e os 

anaplásicos de grandes células B (LENNERT; FELLER, 1992), que correspondem também ao 

maior percentual dos casos encontrados, mais de 50%, quando se aplica esta classificação aos 

linfomas caninos (PONCE et al., 2010). 

 Os autores que utilizaram a Classificação de Kiel já demonstraram a importância dessa 

classificação para os linfomas caninos (FOURNEL-FLEURY et al., 1997a; PONCE et al., 2004), 

sendo esta classificação utilizada ainda em trabalhos de pesquisa recentes (MARCONATO, 

2010; PONCE et al., 2010). O aspecto comparativo ou a correspondência entre as duas 

classificações – WHO e Kiel – torna-se importante na avaliação dos Linfomas de Grandes 

Células B (Tabela 1), na medida em que a classificação de Kiel serve como parâmetro para o 

estabelecimento do prognóstico nos cães (TESKE, 1994). 
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TABELA 1. Correspondências entre as classificações da Kiel (LENNERT; FELLER, 1992), 

WHO International Histological Classification of Hematopoietic Tumors of Domestic Animals 

(VALLI et al., 2002) e WHO Classification of Tumors of Haematopoietic and Lymphoid Tissues 

(SWERDLOW et al., 2008) em relação ao DLBCL. 

KIEL WHO (2002) WHO (2008) 

Centroblásticos 
monomórficos e 
polimórficos 

Linfoma de Grandes 
Células B difuso (não 
clivadas e clivadas) 

DLBCL, NOS variante centroblástica 

Imunoblásticos de 
células B 

Imunoblástico de 
Grandes Células 

DLBCL, NOS variante imunoblástica 

Anaplásicos de 
grandes células B 

- DLBCL, NOS variante anaplásica 

Linfomas de células 
B com alta 
quantidade de 
células T 

 

Linfoma B ricos em 
células T 

DLBCL, NOS rico em células T/histiócitos  

- - DLBCL, NOS variantes raras 

Linfoma 
esclerosante de 
grandes células B 
do mediastino 

Linfoma de Células B 
Tímico (mediastinal B) 

Linfoma de grandes células B mediastinal 
(tímico) 

Linfoma angio 
endoteliótropico 
(intravascular) 

Linfoma Intravascular 
de Grandes Células B 

Linfoma Intravascular de Grandes Células B 

- - DLBCL primário do SNC 

- - DLBCL cutâneo primário, tipo perna 

- - DLBCL EBV+ dos idosos 

- - Linfoma de grandes células B ALK+ 

- - DLBCL associado à inflamação crônica 
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TABELA 1. Continuação 

- - Linfoma plasmoblástico 

- - Linfoma de efusão primária 

- - Granulomatose linfomatosa 

- - Linfoma de grandes células B, surgindo em 
doença de Castleman multicêntrica 
associada à HHV8.   

- - Linfoma de células B, inclassificável, com 
características intermediárias entre DLBCL 
e linfoma de Burkitt. 

- - Linfoma de células B, inclassificável, com 
características intermediárias entre DLBCL 
e linfoma de Hodgkin clássico. 
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        Os DLBCLs são neoplasias de padrão de crescimento difuso formadas por células linfoides 

B que possuem núcleo de tamanho igual ou que excede o tamanho do núcleo de um macrófago 

normal ou que corresponde a mais de duas vezes o tamanho de um linfócito normal 

(SWERDLOW et al., 2008). A classificação da WHO propõe que os patologistas utilizem 

somente o termo Linfoma Difuso de Grandes Células B como diagnóstico final (JAFFE et al., 

2001). Esta recomendação acompanha a proposta contida na classificação REAL (HARRIS et 

al., 1994; HARRIS et al., 2000), pois a identificação de subtipos de DLBCL seria de difícil 

reprodução entre os patologistas e alguns subtipos seriam ainda controversos (FELLER; 

DIEBOLD, 2004). No entanto, a Classificação da WHO também propõe que estes subtipos 

sejam considerados nos trabalhos de pesquisa com o intuito de demonstrar as diferenças no 

comportamento biológico das diversas variantes procurando estabelecer novas entidades 

(SWERDLOW et al., 2008). 

 Segundo a Classificação Histológica dos Tumores Hematopoiéticos dos Animais 

Domésticos da WHO (VALLI et al., 2002), os DLBCLs podem apresentar pelo menos cinco 

variantes que estão relacionadas a comportamentos biológicos diversos - o Linfoma de Células B 

Rico em Células T, o Linfoma Imunoblástico de Grandes Células, o Linfoma Difuso de Grandes 

Células B (não clivadas e clivadas), o Linfoma de Células B Tímico (mediastinal B) e o Linfoma 

Intravascular de Grandes Células B – descritos nas espécies domésticas, inclusive nos cães 

(VALLI et al., 2002). Porém, estes tumores geralmente são incluídos entre os DLBCLs sem que 

sejam descritas em detalhe suas características morfológicas, seu perfil imunoistoquímico e seu 

índice proliferativo. 

        O Linfoma de Células B Rico em Células T é caracterizado por progressão lenta, composto 

por uma população mista de células T pequenas clivadas e células B neoplásicas grandes, sendo 

que esta última população pode compor 5% ou menos do total da população celular.  As lesões 

geralmente envolvem os linfonodos e podem aparecer como aumento de apenas um linfonodo 

periférico. Este subtipo tem sido comparado à lesão pulmonar conhecida como granulomatose 

linfomatosa em humanos (VALLI et al., 2002). 

        O Linfoma Imunoblástico de Grandes Células exibe agressividade moderada, com 

arquitetura difusa composta por células grandes com núcleo redondo a oval ou clivado, mitoses 

frequentes, quantidade variável de citoplasma, que se cora fortemente, membrana nuclear 
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espessa, cromatina reticular e periférica, e normalmente nucléolo único central. Macrófagos de 

corpos tangíveis são presentes e numerosos (VALLI et al., 2002). 

        O Linfoma Difuso de Grandes Células B (não clivadas e clivadas) possui agressividade 

moderada, composto por população de células linfoides grandes relativamente uniforme, núcleo 

vesiculoso, cromatina reticular e dois a três nucléolos proeminentes periféricos. Macrófagos com 

corpos apoptóticos e figuras de mitose são frequentes (VALLI et al., 2002). 

        Um tipo raro que acomete o mediastino é o Linfoma de Células B Tímico (mediastinal B), 

mais frequentemente observado em cães jovens de raças de grande porte.  As lesões têm 

desenvolvimento lento e os animais normalmente apresentam êmese após alimentação 

aparentemente devido à compressão esofágica. As lesões são tipicamente bem encapsuladas, 

exibem bandas de colágeno evidentes dando uma aparência macroscópica de timoma. 

Citologicamente as células tumorais são grandes, com núcleo vesicular, nucléolo proeminente, 

podendo ser altamente indentados e ocasionalmente muito grande e multilobulado (VALLI et al., 

2002). 

        O Linfoma Intravascular de Grandes Células B é uma doença sistêmica caracterizada pela 

proliferação de clusters de células linfoides dentro do lúmen de pequenas veias e, em menor 

grau, artérias do coração, pulmão e sistema nervoso central. É uma doença rara que pode ter um 

aparecimento repentino de síncope e morte em um animal sem nenhuma manifestação clínica 

(VALLI et al., 2002). 

        De acordo com a classificação da WHO mais atualizada (2008) os subtipos correspondentes 

ao DLBCL são o DLBCL, sem outras especificações; o linfoma de grandes células B rico em 

células T/histiócitos; DLBCL primário do SNC; DLBCL cutâneo primário, tipo perna e DLBCL 

EBV positivo dos idosos (SWERDLOW et al., 2008).  

        As características citomorfológicas do DLBCL, sem outras especificações são diversas e 

podem ser divididas em variantes morfológicas comum e rara. As variantes morfológicas 

comuns compreendem a centroblástica, imunoblástica e anaplásica. As variantes raras podem 

apresentar estroma mixóide ou matriz fibrilar, alguns casos podem exibir formação de 

pseudorosetas, formato celular fusiforme ou mostrar características de células em anel de sinete. 

Grânulos citoplasmáticos, projeções de microvilos e junções intercelulares também podem ser 

vistos. Ele representa 25 a 30% dos LNH de adultos nos países ocidentais, sendo sua etiologia 
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desconhecida. Normalmente se apresenta como uma neoplasia dita primária ou como progressão 

de outro tipo neoplásico menos agressivo como, por exemplo, linfoma folicular e linfoma de 

zona marginal (SWERDLOW et al., 2008).  

        Em humanos foram identificados dois subgrupos de DLBCL através de perfil de expressão 

gênica – tipo células B de centro germinativo (CGB) que exibe perfil de células de centro 

germinativo e tipo células B ativadas (ABC) que tem perfil de células B periféricas ativadas, os 

quais têm significância prognóstica. Há ainda um tipo 3 que não se encaixa em nenhuma das 

duas categorias. (ALIZADEH et al., 2000; ROSENWALD et al., 2002). Entretanto, a realização 

do perfil de expressão gênica não é algo prático para ser realizado na rotina. Foram 

desenvolvidos então algoritmos para uma classificação equivalente, utilizando-se a 

imunoistoquímica. No entanto, a classificação imunoistoquímica é controversa. Há autores que 

afirmam que ela possui correlação com a expressão gênica e a sobrevida do paciente (HAARER 

et al., 2006) enquanto outros afirmam que até hoje não foi provada a importância prognóstica 

dessa classificação (HWANG et al., 2013). 

        Em cães, já foi realizada tentativa de desenvolver uma classificação nos moldes da humana 

(RICHARDS et al., 2013). Recentemente pesquisadores japoneses afirmaram que não é possível 

a subdivisão em dois grupos moleculares semelhantes ao DLBCL GCB e ABC em humanos 

(ITO et al., 2014). Além disso, não é claro se no cão é possível realizar uma classificação através 

da imunoistoquímica, dividindo o DLBCL em GB e não GC (COMAZZI et al., 2014) 

        Diante de uma suspeita de linfoma devem ser realizados exame físico completo, 

hemograma, bioquímico e urinálise, sendo o diagnóstico definitivo através de exame citológico 

ou histopatológico (VAIL; YOUNG, 2007). O diagnóstico e classificação do linfoma podem ser 

realizados de forma simples, eficaz e com baixo custo utilizando-se o exame citológico 

(COMAZZI et al., 2014), sendo que a classificação de Kiel exibe melhor adequação por se 

basear em características morfológicas (SUZANO et al., 2010). No entanto, há algumas 

limitações. Devido à ausência de arquitetura tecidual não é possível observar a desorganização 

da arquitetura normal ou a invasão da cápsula, podendo dificultar a diferenciação entre um 

linfoma e uma hiperplasia reacional acentuada, já que esta última é caracterizada por grande 

número de células linfoides grandes. Mais ainda, o exame citopatológico não permite a adequada 

avaliação necessária para o diagnóstico dos linfomas de células pequenas, que podem exibir 
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poucos indícios de suas características de malignidade. Além disso, a classificação em graus 

baixo, moderado e alto, que depende da identificação de características citológicas e da 

determinação do imunofenótipo, pode ser feita com maior acurácia no exame histopatológico 

(VAIL; YOUNG, 2007). 

        Além da histo e citoquímica, imunoisto e imunocitoquímica, o diagnóstico pode ser 

realizado através de técnicas moleculares tanto para o diagnóstico em si quanto para caracterizar 

melhor o tumor, como por exemplo, a citometria de fluxo e o PCR (TESKE, 1994; FOURNEL-

FLEURY et al., 1997a; THALHEIM et al., 2013). 

        Ocasionalmente pode ser difícil a diferenciação entre uma proliferação maligna e benigna, 

situação a qual pode ser resolvida através da avaliação da clonalidade, uma vez que a 

monoclonidade é um marco de malignidade, ou seja, é suposto que o tumor origine-se de um 

único clone (VAIL; YOUNG, 2007). 

 Atualmente, a imunofenotipagem dos linfomas está incorporada aos sistemas de 

classificação dos linfomas e a técnica de imunoistoquímica é o padrão ouro para essa 

determinação (THALHEIM et al., 2013). Dessa maneira, o estabelecimento da origem T ou B 

das células neoplásicas associado a sua morfologia permite o reconhecimento dos diferentes 

tipos de neoplasias linfoides (SWERDLOW et al, 2008). 

 Para a determinação do imunofenótipo são utilizados marcadores linfocitários como os 

anticorpos policlonal anti CD3 e monoclonal anti CD79a, como marcadores pan T e pan B, 

respectivamente, tanto para o homem (JAFFE et al., 2001; SWERDLOW et al., 2008) quanto 

para os animais domésticos (FOURNEL-FLEURY et al., 1997a; VALLI et al., 2002; PONCE et 

al., 2010; VALLI et al., 2011; BIENZLE; VERNAU, 2011). Entretanto, esta determinação pode 

ser obtida com maior acurácia ampliando-se o painel de anticorpos (ALVES et al., 1999). Nos 

seres humanos, os DLBCLs normalmente expressam vários marcadores pan B, porém a 

expressão de um ou mais destes marcadores pode estar ausente, impedindo ou dificultando a 

determinação do imunofenótipo quando se utiliza apenas um marcador (JAFFE et al., 2001; 

O´MAHONY; RILEY, 2012).  

        Para os linfomas B os mais utilizados nos linfomas humanos, além do anti CD79a, são o 

anti CD20 (O´MAHONY; RILEY, 2012) e o PAX-5 (anti- BSAP) (KRENACS et al., 1998; 

TORLAKOVIC et al., 2002) entre outros. Deve-se resaltar que a pouca reação cruzada entre os 
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anticorpos específicos humanos e caninos restringe o painel utilizado nos linfomas dos cães, 

tanto para o diagnóstico quanto para o estadiamento (MARCONATO et al., 2012). Nos cães, 

embora o marcador pan B mais amplamente utilizado seja o anti CD79a (VALLI et al., 2002; 

VALLI et al., 2007; VEZZALI et al., 2010), o anti CD20 também tem sido utilizado em menor 

escala com o mesmo fim (JUBALA et al., 2005; MARCONATO et al., 2012). Mais 

recentemente, a expressão da PAX-5 (anti BSAP) foi empregada como marcador 

imunoistoquímico pan pré B e pan B em amostras de linfomas de cães incluídas em parafina 

(WILLMANN et al., 2009; FERNANDES, 2014). 

 O CD79 é um heterodímero sinalizador que é expresso apenas pelas células B e em vários 

tipos de linfoma (OLEJNICZAK et al., 2006; CABEZUDO et al., 1999). A molécula é um 

heterodímero covalente que contém CD79a (Ig α, mb 1) e CD79b (Ig β, B29), ambas 

subunidades contém um único domínio Ig extracelular, um domínio transmembrana e um 

domínio de sinalização intracelular. O BCR (receptor de antígeno de células B) é um complexo 

entre CD79 e o Ig de superfície, todos estes componentes são necessários para a expressão do 

BCR na superfície celular (MATSUUCHI; GOLD, 2001). A ligação cruzada do BCR aciona o 

mecanismo de sinalização o que pode levar a apoptose ou na presença de sinal de resgate de 

células T pode levar a ativação e divisão celular, o que torna o CD79a, além de marcador para 

linfoma B, um alvo de terapia anticâncer com anticorpos (POLSON et al., 2007). 

 Já o CD20 é uma molécula de superfície celular específica de linfócitos B e sua ligação 

com anticorpo altera a progressão no ciclo celular e a diferenciação indicando que esta molécula 

é essencial na função dos linfócitos B (BUBIEN et al., 1993). Ela é expressa em células pré B na 

medula óssea, principalmente após o rearranjo da cadeia pesada de Ig e sua expressão persiste até 

a diferenciação para plasmócitos (UCHIDA et al., 2004). Os complexos multiméricos de CD20 

podem formar canais de íons para condução de Ca2+ na membrana plasmática de células 

linfoides B (BUBIEN et al., 1993). Pressupõe-se que o CD20 canino contenha domínios de 

sequências de aminoácidos consistindo de dois domínios extracelulares, quatro domínios 

transmembrana e três domínios intracelulares, sendo expresso por células mononucleares do 

sangue periférico, linfonodos e linfomas de células B, mas não em linfomas de células T ou 

linfomas não T - não B, assim como o CD20 humano (KANO et al., 2005) 
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 A proteína ativadora específica de células B (BSAP) é um fator de transcrição de 52kD 

originalmente identificado como homólogo da proteína ativadora tecidual específica do ouriço 

do mar. A BSAP é codificada pelo gene PAX-5, um membro altamente conservado da família de 

genes de fatores de transcrição “paired Box” (PAX). Dentre as células hematopoiéticas a 

expressão do gene PAX5 é restrita a linhagem de células B. A transcrição do gene PAX5 é 

iniciada em células pró B e é abundante nos estágios de maturação pré B e células B madura, 

mas é ausente em plasmócitos diferenciados (KRENACS et al., 1998). O PAX5 é um fator de 

transcrição essencial ao comprometimento da célula com a linhagem de linfócitos B, induzindo a 

expressão de vários genes e ao mesmo tempo reprimindo vias alternativas de diferenciação 

hematopoiética, o que torna possível a sua utilização como um marcador pan B (TORLAKOVIC 

et al., 2006) 

 A importância da detecção destes antígenos não reside somente na determinação do 

imunofenótipo. O CD20 tem sido utilizado amplamente como alvo de procedimentos 

terapêuticos nos linfomas B humanos que empregam anticorpos monoclonais como o Rituximab, 

que é um anticorpo quimérico monoclonal IgG1 anti CD20 humano produzido por engenharia 

genética em camundongo (COIFFIER et al., 2002). Acredita-se que o Rituximab aja sobre as 

células do linfoma induzindo a lise celular mediada por complemento, a citotoxicidade celular 

dependente de anticorpo e a indução direta de apoptose, atuando simultaneamente com a 

quimioterapia (FLOWERS et al., 2010; TAYLOR; LINDORFER, 2014).  

 O uso de anticorpos monoclonais anti - CD20 para o tratamento de linfomas B aumentou 

significativamente a sobrevida dos pacientes, porém há pacientes refratários à terapia ou os que 

apresentam recorrência da doença (MÖSSNER et al., 2010). Linhagens celulares de linfoma B 

submetidas a tratamento in vitro por anticorpos anti CD20 mostraram que células de maior 

expressão de CD20 são mais sensíveis ao tratamento (FRANKE et., 2011).  

        Especial atenção deve ser dada a dose utilizada para o tratamento, uma vez que com o uso 

de doses altas da droga os mecanismos efetores necessários para a atividade do medicamento 

podem ser saturados comprometendo a eficácia da terapia. Sob essas condições uma reação 

chamada trogocitose predomina. Ela consiste na remoção do complexo CD20 – anticorpo 

monoclonal das células alvo por células efetoras que expressam receptores Fcγ permitindo que 
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estas células malignas escapem sem danos e promovam a progressão do tumor (TAYLOR; 

LINDORFER, 2014). 

        Em cães ainda não está bem estabelecido o uso e eficácia deste tipo de drogas, mas existem 

estudos promissores que apontam uma maior efetividade do tratamento quando associada 

quimioterapia tradicional a imunoterapia. (COMAZZI et at., 2014). Este ano pesquisadores 

japoneses publicaram o desenvolvimento de um novo anticorpo monoclonal anti CD20 canino, 

que além de poder ser utilizado como ferramenta diagnóstica para a imunofenotipagem de 

células B, tem ainda o potencial de utilização como agente imunoterápico no tratamento de 

doenças de células B (ITO et al., 2015).  

 Assim sendo, a determinação do perfil imunofenotípico dos linfomas não só torna o 

diagnóstico mais acurado, mas também abre novas perspectivas para se estabelecer protocolos de 

tratamento mais específicos. 

 Nos estudos sobre neoplasias, inclusive linfomas, pode-se observar a necessidade de avaliar 

além do imunofenótipo, o índice de proliferação celular e a taxa de apoptose das células 

neoplásicas (KIUPEL et al., 1999). Quando se trata especificamente dos linfomas, além do 

imunofenótipo, há a necessidade de se estabelecer os índices proliferativos, já que estes podem 

aumentar a acurácia da classificação deste tipo de neoplasia (FOURNEL-FLEURY et al, 1997a, 

COMAZZI et al., 2014). No que diz respeito aos DLBCLs, pode-se eliminar a dificuldade na 

diferenciação entre estes e determinados subtipos morfologicamente similares, como o linfoma 

de zona marginal, utilizando-se os índices proliferativos e apoptóticos maiores apresentados 

pelos DLBCLs (VALLI et al., 2007).  

        Além disso, a correlação positiva entre o índice proliferativo, a morfologia celular, o 

imunofenótipo e o grau de malignidade já foi constatada (FOURNEL-FLEURY et al, 1997a; 

SUZANO et al., 2008). Um estudo recente verificou que há uma variação significativa do tempo 

de sobrevida de cães com diferentes índices mitóticos. Em cães apresentando tumores com 

índices mitóticos menores que 20 mitoses por campo de grande aumento (400 X) e maiores que 

21 mitoses por campo de grande aumento foi observada uma sobrevida média de 188 e 31 dias 

respectivamente (VALLI et al., 2013). 
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 O marcador mais confiável para avaliação da proliferação celular é o antígeno Ki-67 (MIB-

1) (FOURNEL-FLEURY et al, 1997a). Este antígeno é uma proteína de 345 kD que é expressa 

em todas as fases do ciclo celular, exceto nas células em G0 e que pode ser detectada utilizando-

se métodos imunoistoquímicos (ZACCHETTI et al, 2003). 

 Como foi mencionado anteriormente, outro índice relacionado com o comportamento 

biológico das neoplasias é o índice apoptótico, pois o crescimento tumoral não é determinado 

somente pela porcentagem de células em proliferação e pelo tempo do ciclo celular (PHILLIPS 

et al., 2000). Um dos métodos empregados para este tipo de avaliação é a detecção 

imunoistoquímica da expressão da caspase-3 (SUZANO, 2007). Estas enzimas estão presentes 

no citoplasma da maioria das células, na forma inativa como uma cadeia única de polipeptídeos e 

são ativadas quando esta cadeia é quebrada (ROBERT; FRIEDLANDER, 2003).  

        A expressão de caspase-3 é utilizada em muitos distúrbios hematopoiéticos na espécie 

humana, inclusive nas leucemias e nos linfomas. Os linfomas de alto grau de malignidade 

apresentam uma expressão maior de caspase-3 que aqueles de baixo grau (DUKES et al., 2002). 

Na espécie humana, os linfomas de alto grau que possuem maior índice de positividade para 

caspase-3 respondem melhor ao tratamento (DONOGHUE et al., 1999). Este tipo de avaliação 

ainda é pouco comum nas neoplasias caninas, porém nos linfomas caninos empregando-se as 

classificações de Kiel e Working Formulation observou-se grande variação no percentual de 

células positivas, não sendo constatada diferença entre os linfomas de alto e baixo grau e entre os 

diferentes imunofenótipo (SUZANO, 2007).  

        Nos seres humanos esta variação na expressão de caspase-3 nos DLBCLs já foi observada 

(DUKERS et al., 2002). Deve-se ainda ressaltar, no entanto, que entre os DLBCLs humanos, já 

foi constatado que os tumores de alto grau apresentam índices apoptóticos maiores que os 

linfomas de baixo grau de malignidade (DONOGHUE et al., 1999; DUKERS et al., 2002). A 

determinação do percentual de células positivas para caspase-3 e a aplicação de classificações 

mais atuais, como as propostas para os animais domésticos (VALLI et al., 2002) e para os seres 

humanos (SWERDLOW et al., 2008) nos linfomas caninos, mais especificamente os DLBCLs, 

podem auxiliar no estabelecimento de um perfil mais detalhado destas neoplasias. 
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 Outro marcador imunoistoquímico relacionado com a apoptose é a expressão da proteína 

p53 mutante nas células neoplásicas (ALVES et al, 1999). A proteína p53 selvagem se localiza 

no núcleo celular, sendo que após dano ao DNA e outros insultos à célula tem um papel 

importante no reparo do DNA e transcrição celular. Células com mutação nessa proteína não 

respondem a terapias que induzem lesão ao DNA, como quimioterapia e radioterapia. A p53 

selvagem tem meia vida curta de forma que não pode ser detectada por métodos rotineiros de 

imunoistoquímica, já a mutada se acumula no núcleo devido ao aumento de sua estabilidade e 

pode ser detectada (DHALIWAL et al, 2013). 

        As mutações no P53 são as lesões gênicas mais frequentes nas neoplasias da espécie 

humana, sendo um importante indicador da resposta terapêutica dos LNHs humanos 

(SOKOLOWSKA et al., 2005). A expressão do p53 alterado é superior a 30% nos linfomas de 

alto grau de malignidade de origem B (INAMURA et al., 1994). De acordo com SUEIRO et. al 

(2004) nos LNHs caninos cerca de 60% dos casos são positivos para a expressão do p53, porém, 

não foi detectada a correlação deste achado com os imunofenótipos e os graus de malignidade 

das neoplasias (SUEIRO et al., 2004; SUZANO, 2007).  

        Outros estudos sugerem que essa taxa de positividade pode ser menor, chegando a até 22% 

dos LNH, sendo que a expressão do p53 teria impacto negativo na sobrevida total do animal, mas 

não influenciaria no tempo de recorrência da doença (DHALIWAL et al., 2013). Por outro lado, 

existe relato sobre número maior de células p53+ em linfomas T do que em linfomas B caninos 

(SOKOLOWSKA et al., 2005). Em estudo recente não foi constatada diferença dos níveis de 

expressão e da frequência da mutação do gene p53 entre os grupos de animais portadores de 

linfomas sensíveis e resistentes à quimioterapia (TOMIYASU et al., 2010).  

        Assim, na Medicina Veterinária, o papel desempenhado pelo p53 nas diferentes neoplasias é 

controverso, sendo ainda escassos os estudos que apresentam este tipo de abordagem. Quando se 

trata dos linfomas caninos as diferentes classificações utilizadas e a comparação entre grandes 

grupos que consideram apenas os imunofenótipos, sem considerar muitas vezes os subtipos de 

LNHs, podem explicar, pelo menos parcialmente, a discrepância dos resultados. 

 Pelo que foi apresentado, pode-se notar a importância da imunoistoquímica para a 

classificação e determinação do comportamento biológico dos linfomas caninos. Assim sendo, 

técnicas como a do microarranjo de tecido (TMA), permitem a avaliação de um grande número 
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de amostras de um tumor em condições idênticas (MILANES-YEARSLEY et al., 2002). O TMA 

consiste em uma arranjo de amostras para estudo morfológico e imunoistoquímico (KONONEN 

et al., 1998), que foi, ao longo da última década, aprimorada e difundida (BUBENDORF et al., 

2001) pela economia de reagentes, amostras teciduais e tempo, reduzindo custos e  aumentando a 

eficiência do método (MILANES-YEARSLEY et al., 2002).  

        Este método tem sido utilizado para avaliar a associação entre os biomarcadores e os 

achados clinicopatológicos dos tumores, a recuperação do paciente e a resposta ao tratamento 

(ECKEL-PASSOW et al., 2010). Sua utilização na determinação do imunofenótipo dos linfomas 

pode aumentar a confiabilidade desta determinação e reduzir os gastos com reagentes. Uma 

grande desvantagem do TMA é a quantidade limitada do tecido analisado, que pode 

comprometer a representatividade da amostra (KELLER et al., 2007).  

        Em 2014 Fernandes comparou o corte convencional com o TMA, utilizando core de 1,0 e 

1,5 mm, para o Ki67, Caspase 3 e p53 e observou concordância dos valores de Ki-67 e Caspase3  

para ambos os cores em relação ao corte convencional. Já para o p53 houve fraca concordância 

entre o corte inteiro e o TMA. Ainda sim, poucos dados estão disponíveis sobre a concordância 

entre a análise de todo corte e o TMA (KELLER et al., 2007). O TMA pode não se apropriado 

para avaliar a expressão de alguns biomarcadores e, portanto, se faz necessária uma análise 

comparativa (ECKEL-PASSOW et al., 2010). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos gerais 

 

 Traçar o perfil imunoistoquímico dos Linfomas Difusos de Grandes Células B dos cães, 

segundo as classificações da World Health Organization (WHO, 2008), dos Tumores 

Hematopoiéticos dos Animais Domésticos (WHO, 2002) e Kiel Atualizada (LENNERT; 

FELLER, 1992), comparando os resultados obtidos no corte convencional com aqueles 

gerados pela avaliação através do método de TMA. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Verificar a expressão imunoistoquímica de diferentes tipos de marcadores pan B, como 

anti CD79a, anti CD20 e PAX-5 pelos subtipos de DLBCL. 

 Determinar o índice proliferativo e apoptótico dos subtipos de DLBCL utilizando a 

expressão imunoistoquímica de Ki-67 e caspase-3, respectivamente. 

 Detectar a expressão de p53 pelos diferentes subtipos de DLBCL. 

 Efetuar estes tipos de avaliação citados utilizando a técnica de TMA (Tissue microarray), 

comparando-a com cortes convencionais a fim de verificar a adequação da técnica para 

os marcadores utilizados. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

        4.1 Amostras  

 

 Foram selecionados 29 casos de Linfoma Difuso de Grandes Células B canino, 

provenientes do arquivo de tecidos parafinados do Serviço de Patologia Veterinária da Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia – UNESP, Botucatu, a partir de 2000 e dos casos 

diagnosticados pelo serviço até julho de 2014. As amostras de dois destes casos foram 

gentilmente cedidas pelo Serviço de Patologia da Universidade de Marília. As amostras foram 

fixadas em solução de formaldeído tamponado a 10%, em temperatura ambiente por 24 a 48 

horas e rotineiramente processadas e incluídas em parafina segundo protocolo padrão adotado 

pelo serviço. Deve-se resaltar que em casos mais antigos ainda não havia o estabelecimento 

destes protocolos e dessa forma não há informações referentes ao processamento. Foram 

levantados dados a partir dos prontuários dos animais como raça, sexo, idade, classificação 

anatômica, estadiamento e peso corporal. A classificação anatômica foi estabelecida segundo 

JACOBS et al., (2002) e o estadiamento clínico de acordo com o modelo proposto pela WHO 

(OWEN, 1980). O projeto foi aprovado pelo conselho de ética e experimentação animal da 

FMVZ/UNESP – Campus Botucatu/SP sob o número 129/2014. 

 

        4.2 Exame histopatológico  

 

 Com o objetivo de classificar os linfomas, foram realizados novos cortes histológicos 

com três micrômetros (μm) de espessura, em micrótomo automático (Leica 2155), colocados em 

estufa, desparafinados e posteriormente corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) e 

examinadas em microscópio de luz. As amostras foram reavaliadas e classificadas de acordo com 

os critérios propostos pela World Health Organization (WHO, 2008), dos Tumores 

Hematopoiéticos dos Animais Domésticos (WHO, 2002) e Kiel Atualizada (LENNERT; 

FELLER, 1992). Deve-se ressaltar que a classificação só foi estabelecida após a 

imunofenotipagem das neoplasias. 
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        4.3 Análise microscópica  

 

 Foi utilizado um microscópio de luz modelo Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Alemanha), 

dispondo de câmera digital modelo Axiocam MRc (Zeiss Vision, Alemanha) acoplada ao um 

microcomputador. As imagens foram processadas pelo programa computacional de análise de 

imagem Axiovision 4.6.3 (Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH) do Serviço de Patologia 

Veterinária da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da UNESP. 

 

        4.4 Microarranjo de tecido (TMA) 

 

 Após a instituição do diagnóstico de DLBCL, foi definida a área do corte histológico a 

ser amostrada para a confecção do microarranjo de tecido (TMA) para avaliação e comparação 

das imunomarcações. A área foi escolhida utilizando-se a coloração de HE e o critério utilizado 

foi maior concentração tumoral, ou seja, evitando áreas com necrose, hemorragia, vasos 

sanguíneos e outros tecidos que não a neoplasia. O TMA foi confeccionado no Setor de 

Patologia do Hospital A.C. Camargo em São Paulo. As áreas identificadas nos blocos doadores 

foram retiradas e transferidas para o bloco receptor, com 29 cores de tecidos de 1 mm de 

diâmetro, em triplicata. Os cores foram dipostos de maneira aleatória e esta distribuição foi 

idêntica nas três repetições. Em cada sequência de cores foram incluídas também, ao início uma 

amostra de tecido placentário normal para orientação do bloco e ao final amostra de linfonodo 

normal de cão como controle. 

 Para a construção do TMA foi utilizado uma estação de trabalho TMA (TMA builder, 

Histopathology Inc., Hungary). Após a construção, cortes de 3 µm foram obtidos e aderidos as 

lâminas histológicas carregadas positivamente (Positive charged adhesion slides, Amitel), e 

congeladas a -20°C para posterior utilização nas reações imunoistoquímicas. Do bloco receptor 

foi obtido um corte ao início e ao final das amostras para coloração de HE e revisão com o 

intuito de confirmar a presença de áreas morfologicamente representativas das lesões originais.  
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        4. 5 Utilização da Imunoistoquímica 

 

 Para a padronização das reações imunoistoquímicas foram utilizadas amostras de 

linfonodo normal de cão, de um ano de idade, para os anticorpos anti-CD3, anti-CD79a, anti-

CD20, anti-PAX-5, anti-caspase-3 e anti-Ki67 e ainda carcinoma de células escamosas de cão 

sabidamente positivo para o anticorpo p53, isto devido ao elevado índice de apoptose 

apresentado por estes tumores. As especificações referentes a cada anticorpo, diluições, 

fabricante e clones estão apresentadas a seguir (Tabela 2). 

 Os cortes histológicos foram feitos com três micrometros de espessura, aderidos a 

lâminas histológicas carregadas positivamente (Positive charged adhesion slides, Amitel®, 

Brasil), colocados em estufa a 58°C por 12 horas, desparafinados através de imersão em dois 

banhos de xilol por 10 minutos cada, reidratação em álcool etílico em concentrações 

decrescentes e água destilada. A recuperação antigênica foi realizada com solução de citrato pH 

6,0 em panela de pressão microprocessada Pascal (Dako Denmark A/S), durante 30 segundos a 

125°C. O anticorpo CD20 não requer esta etapa de recuperação antigênica. A seguir, as lâminas 

foram resfriadas até a temperatura ambiente e lavadas em água destilada, seguindo-se de 

incubação em câmara úmida a 27°C com solução de peróxido de hidrogênio pronta para uso 

(Spring Bioscience, cód.: DHP-125), por 20 minutos para bloqueio da peroxidase endógena. 

 As lâminas foram submetidas a bloqueio da proteína utilizando-se a solução do kit 

Novolink durante 20 minutos a 27°C, incubadas com os anticorpos primários (Tabela 1) a 27°C 

por 2 horas, no caso dos anticorpos anti-CD79a, anti-CD3, anti-PAX-5, anti-caspase-3 e anti-

Ki67, e durante 1 hora para o anticorpo anti-p53. Já para o anti-CD20 a incubação foi durante 18 

horas a 4°C (overnight). Em seguida, lavadas em solução tampão de TRIS ph 7,4, por três vezes 

e incubadas a 27°C com o anticorpo pós primário do Kit Novolink (Leica Biosystems) durante 

30 minutos. Em seguida, foram realizadas três lavagens com a solução tampão e incubação a 

27°C com o polímero do kit Novolink por 30 minutos e após, novas três lavagens com a solução 

tampão. 

 Para visualização da reação, as lâminas foram tratadas com solução de 3,3‘ 

diaminobenzidina (DAB) do kit Novolink por 4 minutos e posteriormente lavadas em água 

destilada. Os cortes foram corados com Hematoxilina de Harris e posteriormente lavados em 
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água corrente por 3 minutos, desidratados em soluções crescentes de álcool etílico, xilol e 

finalmente montadas com resina (ERV-Mount, Easypath) e lamínula.  

 As reações imunoistoquímicas foram realizadas utilizando-se microscopia de luz. Para os 

anticorpos CD3, CD79a, CD20 e PAX-5 a avaliação é referente a presença ou ausência de 

marcação pelas células neoplásicas e a análise da expressão dos marcadores Ki-67 e Caspase-3 

em objetiva de 40X, contando-se as células positivas e todas as células presentes em cinco 

campos aleatórios, sendo estes resultados transformados em percentual de células positivas. No 

caso do TMA, devido a seu tamanho, foram contados quatro campos em objetiva de 40X. Para o 

marcador biológico p53 foi avaliada a presença ou ausência de marcação, sendo considerada a 

amostra positiva quando pelos menos 10% das células exibiu marcação imunoistoquímica, de 

acordo com SUEIRO, et al., 2004. As lâminas foram avaliadas com auxílio de um analisador de 

imagens automático ZEISS com programa de morfometria KS300-3.0. 

 

 

 

TABELA 2. Anticorpos primários utilizados na caracterização do perfil imunoistoquímico dos 

Linfomas Difusos de Grandes Células B caninos. 

Anticorpo Diluição Fabricante Clone 
Recuperação 

antigênica 

Tempo de 

incubação 

CD3 1:500 Dako Policlonal Pascal, citrato ph 6,0 2 horas 

CD20 1:1000 SpringBioscience Policlonal - 18 horas 

CD79a 1:300 Dako HM57 Pascal, citrato ph 6,0 2 horas 

PAX 5 1:1000 BDBiosciences 24/Pax-5 Pascal, citrato ph 6,0 2 horas 

Ki-67 1:100 Dako MIB-1 Pascal, citrato ph 6,0 2 horas 

Caspase-3 1:200 Cell Signiling Policlonal Pascal, citrato ph 6,0 2 horas 

p53 1:50 Novocastra Policlonal Pascal, citrato ph 6,0 1 hora 
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        4.6 Análise estatística 

 

        Com intuito de verificar se há diferença nas imunomarcações entre os subtipos de DLBCL 

empregou-se o teste de Kruskal-Wallis para as médias de porcentagem da caspase-3 e Ki67 e o 

teste exato de Fisher para os marcadores anti-CD3, anti-CD79a, anti-PAX5, anti-CD20 e anti-

p53. Na comparação do TMA com o corte convencional foi utilizado o teste kappa para os 

anticorpos anti-CD3, anti-CD79a, anti-PAX5, anti-CD20 e anti-p53 e o coeficiente de correlação 

intraclasse (intraclass correlation coefficient - ICC) para caspase-3 e Ki67.  Foi avaliado ainda se 

os três cores utilizados eram equivalentes entre si e para tal comparação também foi realizado o 

ICC. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando os valores de p 

forem inferiores a 0,05. Para tal, foi utilizado o programa SPSS 22.0. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 

 

5. RESULTADOS 

 

        5.1 Dados clínicos  

 

        O perfil racial dos animais avaliados teve a seguinte distribuição: 13 cães sem raça definida 

(SRD), 3 Boxers, 2 Pastores Alemães e um representante de cada uma das seguintes raças – 

Akita, Border Collie, Cocker, Dachshund, Doberman, Dogue Alemão, Fila Brasileiro, Golden 

retriever, Lhasa Apso, Pastor Belga e Pit Bull (Tabela 3, Figura 1). 

 

 

 

 

TABELA 3. Número de casos e percentual de DLBCL de acordo com a raça 

RAÇA N° DE CASOS % 

SRD 13 44,8 

Outras 11 38,0 

Boxer 3 10,3 

PA 2 6,9 

TOTAL 29 100 
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FIGURA 1. Distribuição dos cães portadores de DLBCL de acordo com a raça 

 

        Em relação ao sexo dos cães, 15 eram machos e 14 fêmeas (Tabela 4, Figura 2). A idade 

variou entre 3 e 13 anos, com média de 8,4 anos e desvio padrão (DP) de 3,3. Para os tumores 

centroblásticos monomórficos, polimórficos e imunoblásticos, os valores de médias de idade 

foram de 8,6; 8,0 e 7,33 anos respectivamente. Foram observadas 3 formas anatômicas 

diferentes, sendo elas multicêntrica, tímica e cutânea, com 23, 4 e 2 animais respectivamente. 

(Tabela 5, Figura 3).  

 

TABELA 4. Número de Casos e Percentual de DLBCL de acordo com o sexo. 

SEXO N° DE CASOS % 

Masculino 15 51,7 

Feminino 14 48,3 

TOTAL 29 100 

 



29 

 

 
FIGURA 2: Distribuição dos cães portadores de DLBCL de acordo com o sexo. 

 

 

 

 

TABELA 5. Número de casos e percentual de DLBCL de acordo com a forma anatômica. 

FORMA ANATÔMICA N° DE CASOS % 

Multicêntrica 23 79,3 

Mediastinal 4 13,8 

Cutânea 2 6,9 

TOTAL 29 100 
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FIGURA 3. Distribuição dos cães portadores de DLBCL de acordo com a forma anatômica. 

 

 

        As informações disponíveis no prontuário permitiram o estadiamento clínico de 19 

indivíduos, sendo que 5 animais se apresentam no estádio V, 11 animais no estádio IV e 3 no 

estádio III (Tabela 6, Figura 4). Em 14 cães foi obtido também o peso, com média de 21,1 kg e 

DP de 10,9 kg. A tabela 7 expõe os dados clínicos dos animais de acordo com a forma 

anatômica.  

 

 

TABELA 6. Número de Casos e Percentual de DLBCL de acordo com o estadiamento clínico  

ESTADIAMENTO 

CLÍNICO 

N° DE CASOS % 

Estadio III 3 15,8 

Estadio IV 11 57,9 

Estadio V 5 26,3 

TOTAL 19 100 
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FIGURA 4. Distribuição dos cães portadores de DLBCL de acordo com estadiamento clínico 

 

 

 

TABELA 7. Distribuição da raça, sexo, idade e estadiamento clínico dos DLBCLs de acordo 

com a forma anatômica. 

Forma 

anatômica 
Raça Sexo Idade (mediana) Estadiamento clínico 

Mediastinal 

SRD (75%) F (75%) 
10,5 

IV (50%) 

Boxer (25%) M (25%) III (25%) 
V (25%) 

Cutânea 
SRD (50%) M (50%) 5,5 - 

Boxer (50%) F (50%) 

Multicêntrica 

SRD (39,1%) F (47,8) 
9,0 

V (26,7) 

PA (8,7%) 
M (52,2) 

IV (60) 
Outras (52,2%) III (13,3) 



32 

 

         5.2 Subtipos morfológicos 

 

        Utilizando-se a classificação de Kiel atualizada (LENNERT; FELLER, 1992) foram 

observados três subtipos, sendo que vinte e quatro tumores foram classificados como 

Centroblástico Monomórfico (Figura 5), quatro como Imunoblástico de células B (Figura 6) e 

um como Centroblástico Polimórfico (Tabela 8, Figura 7). Pela WHO Classification of Tumors 

of Haematopoietic and Lymphoid Tissues (SWERDLOW et al., 2008) vinte e cinco tumores são 

Linfoma Difuso de Grandes Células B, sem outras especificações (DLBCL, NOS) variante 

centroblástica e quatro DLBCL, NOS variante imunoblástica (Tabela 9). Finalmente, quando 

avaliados através da classificação dos Tumores Hematopoiéticos dos Animais Domésticos 

(VALLI et al., 2002), vinte e cinco tumores são Linfoma de Grandes Células B Difuso e quatro 

Imunoblástico de Grandes Células (Tabela 10). A tabela 11 mostra a classificação histológica de 

acordo com a forma anatômica. O subtipo centroblástico é o de maior incidência em qualquer 

das classificações utilizadas. A figura 8 retrata um exemplo de painel do perfil imunoistoquímico 

de um linfoma B centroblástico. 
 

 
FIGURA 5. Linfoma centroblástico monomórfico (classificação de Kiel atualizada). Notar os 

nucléolos múltiplos periféricos. HE.  
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FIGURA 6. Linfoma imunoblástico de células B. Observar nucléolos únicos centrais 

proeminentes e comparação entre o tamanho do núcleo das células em relação à hemácea (seta). 

HE.  

 

 

 

 

TABELA 8. Subtipos de DLBCL de acordo com a classificação de Kiel atualizada (LENNERT; 

FELLER, 1992). 

CLASSIFICAÇÃO N° DE CASOS % 

Centroblástico Monomórfico 24 82,8 

Centroblástico Polimórfico 1 3,4 

Imunoblástico de células B 4 13,8 

TOTAL 29 100 
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FIGURA 7. Linfoma centroblástico polimórfico (classificação de Kiel atualizada). Observar 

combinação entre células com morfologia imunoblástica (nucléolos únicos centrais 

proeminentes) e centroblástica (dois a quatro nucléolos periféricos). HE.  

 
 
 
 
 
TABELA 9. Subtipos de DLBCL de acordo com a classificação da WHO de 2008 
(SWERDLOW et al., 2008) 

CLASSIFICAÇÃO N° DE CASOS % 

DLBCL, NOS variante centroblástica 25 86,2 

 

DLBCL, NOS variante imunoblástica  4 13,8 

TOTAL 29 100 
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TABELA 10. Subtipos de DLBCL de acordo com a classificação da WHO veterinária (VALLI 

et al., 2002) 

CLASSIFICAÇÃO N° DE CASOS % 

Linfoma Difuso de Grandes Células B  25 86,2 

Imunoblástico de Grandes Células 4 13,8 

TOTAL 29 100 

 

 

 

 

TABELA 11. Distribuição das classificações de Kiel, WHO veterinária e humana dos DLBCLs 

de acordo com a forma anatômica. 

Forma 

anatômica 

Classificação 

Kiel WHO v WHO h 

Tímica 
centroblástico 

monomórfico 

Linfoma de Grandes 

Células B 
DLBCL, NOS variante 

centroblástica 

Cutânea 
centroblástico 

monomórfico 

Linfoma de Grandes 

Células B 
DLBCL, NOS variante 

centroblástica 

Multicêntrica 

monomórfico (78,2%) Linfoma de Grandes 
Células B (82,6%) 

DLBCL, NOS variante 
centroblástica (82,6%) 

imunoblástico 
(17,4%) Imunoblástico de Grandes 

Células (17,4%) 
DLBCL, NOS variante 
imunoblástica (17,4%) polimórfico (4,34%) 
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FIGURA 8. Painel imunoistoquímico de um linfoma B centroblástico monomórfico (classificação de Kiel atualizada). A. Coloração 

de HE. B. Imunomarcação negativa nas células neoplásicas para o anticorpo CD3. C. Imunomarcação membranar do anticorpo CD20. 

D. Imunomarcação citoplasmática do anticorpo CD79a. E. Imunomarcação nuclear do anticorpo PAX-5. F. Imunomarcação nuclear 

do anticorpo Ki67. G. Imunomarcação citoplasmática do anticorpo Caspase-3. H. Imunomarcação nuclear do anticorpo p53. 

Novolink, DAB, contracoloração com hematoxilina de Harris. Barra = 20 µm.

A B C D 

E F G H 
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        5.3 Imunofenotipagem 

 

 Dos 29 tumores estudados nenhum exibiu marcação para o CD3, todos marcaram para o 

CD79a (100%), 22 para o CD20 (75,8%) e 17 para o PAX-5 (58,6%) (Tabela 12). Avaliando os 

mesmos anticorpos entre os diferentes subtipos do DLBCL não foi observada diferença 

estatística em nenhuma das três classificações - p> 0,05 (Kiel atualizada, WHO 2008 e WHO 

2002) (Tabelas 13 a 15). Apesar de não ter sido demonstrada diferença estatística dentre os 

diferentes subtipos é possível observar uma porcentagem de marcação menor do PAX-5 nos 

tumores centroblástico monomórfico (e seus equivalentes nas outras classificações). 

 

 

TABELA 12. Perfil de marcação do imunofenótipo dos DLBCLs 

ANTICORPO N° DE CASOS % 

CD3 0 0 

CD79a 29 100 

CD20 22 75,8 

PAX-5 17 58,6 

 

 

 

TABELA 13. Porcentagem de marcação dos anticorpos nos DLBCLs de acordo com a 

classificação da Kiel atualizada (LENNERT; FELLER, 1992). 

 CENTROBLÁSTICO 

MONOMÓRFICO 

CENTROBLÁSTICO 

POLIMÓRFICO 

IMUNOBLÁSTICO DE 

CÉLULAS B 

CD3 0 0 0 

CD79a 100 100 100 

CD20 75 100 75 

PAX-5 54,1 100 75 
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TABELA 14. Porcentagem de marcação dos anticorpos nos DLBCLs de acordo com a 

classificação da WHO de 2008 (SWERDLOW et al., 2008) 

 DLBCL, NOS VARIANTE 

CENTROBLÁSTICA 

DLBCL, NOS VARIANTE 

IMUNOBLÁSTICA 

CD3 0 0 

CD79a 100 100 

CD20 76 75 

PAX-5 56 75 

 

 

TABELA 15. Porcentagem de marcação dos anticorpos nos DLBCLs de acordo com a 

classificação da WHO veterinária (VALLI et al., 2002). 

 LINFOMA DIFUSO DE GRANDES 

CÉLULAS B  

IMUNOBLÁSTICO DE GRANDES 

CÉLULAS 

CD3 0 0 

CD79a 100 100 

CD20 76 75 

PAX-5 56 75 

 

 

        5.4 Determinação do Índice Apoptótico Pela Expressão de Caspase-3 

 

        Os valores de porcentagem de marcação para este anticorpo (Figura 9) variaram de 0 a 

54,21%; com mediana de 10,06% (Tabela 17). As medianas dos diferentes subtipos em cada 

classificação estão demonstradas na tabela 16. Não foi encontrada diferença estatística nas 

médias de porcentagem entre os diferentes subtipos em nenhuma das três classificações 

utilizadas (p > 0,05). Ainda sim, é possível notar uma menor marcação nos tumores 

centroblástico monomórfico (e seus equivalentes nas outras classificações). 
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FIGURA 9. Linfoma centroblástico monomórfico (classificação de Kiel atualizada). 

Imunomarcação citoplasmática do anticorpo Caspase-3. DAB, contracoloração com 

hematoxilina de Harris.  

 

 

TABELA 16. Valores das medianas da porcentagem de marcação dos tumores pelo anticorpo 

caspase-3 entre as diferentes classificações e subtipos do DLBCL. 

CLASSIFICAÇÃO MEDIANA 

Kiel atualizada 

Centroblástico Monomórfico 10 

Centroblástico Polimórfico 44,84 

Imunoblástico de células B 16,36 

WHO 2002 
Linfoma de Grandes Células B Difuso 10,06 

Imunoblástico de Grandes Células 16,36 

WHO 2008 
DLBCL, NOS variante centroblástica 10,06 

DLBCL, NOS variante imunoblástica 16,36 
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        5.5 Determinação do Índice Proliferativo pela expressão de Ki67 

 

        Os valores de porcentagem de marcação para este anticorpo (Figura 10) variaram de 9,67 a 

97,01, com mediana de 45,93 (Tabela 17). Em dez tumores não houve qualquer indicio de reação 

imunoistoquímica e por isso estes foram excluídos da contagem. Assim como para a caspase-3, 

não foi encontrada diferença estatística nas médias de porcentagem entre os diferentes subtipos 

em nenhuma das três classificações utilizadas p > 0,05 (Tabela 18). 

 

TABELA 17. Valores da mediana, percentil 25 e percentil 75 para o anticorpo caspase-3 e Ki67 

nos DLBCLs. 

 Anticorpo MEDIANA PERCENTIL 25 PERCENTIL 75 

Caspase-3 10,06 5,99 23,78 
Ki67 45,93 31,56 81,08 

 

 

 
FIGURA 10. Linfoma centroblástico monomórfico (classificação de Kiel atualizada). 

Imunomarcação nuclear do anticorpo Ki67. DAB, contracoloração com hematoxilina de Harris.  
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TABELA 18. Valores das medianas da porcentagem de marcação dos tumores pelo anticorpo 

Ki67 entre os diferentes subtipos e classificações do DLBCL. 

CLASSIFICAÇÃO MEDIANA 

Kiel 

Centroblástico Monomórfico 47,91 

Centroblástico Polimórfico 26,58 

Imunoblástico de células B 44,69 

WHO 2002 
Linfoma de Grandes Células B Difuso 46,92 

Imunoblástico de Grandes Células 44,69 

WHO 2008 
DLBCL, NOS variante centroblástica 46,92 

DLBCL, NOS variante imunoblástica 44,69 

 
        5.6. Razão entre Ki67 e caspase  

 

        Foi realizada a razão entre os índices de Ki67 e de caspase-3 e posteriormente a mediana 

destes valores entre os diferentes subtipos morfológicos (Tabela 19). Não foi encontrada, no 

entanto, diferença estatística, apesar dos valores para os tumores centroblásticos serem maiores 

do que para os imunoblásticos. Deve-se resaltar que há apenas um caso de centroblástico 

polimórfico, assim não seria apropriado apontar a sua mediana, sendo o valor apenas colocado 

para demostração da diferença entre os subtipos.  

 

TABELA 19. Mediana da razão Ki67/Caspase nos diferentes subtipos e classificações do 

DLBCL. 

CLASSIFICAÇÃO RAZÃO KI67/CASPASE 

Kiel 

Centroblástico Monomórfico 8,91 

Centroblástico Polimórfico 0,59 

Imunoblástico de células B 2,03 

WHO 2002 
Linfoma de Grandes Células B Difuso 6,07 

Imunoblástico de Grandes Células 2,03 

WHO 2008 
DLBCL, NOS variante centroblástica 6,07 

DLBCL, NOS variante imunoblástica 2,03 
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        5.7 Expressão de p53 

 

        A expressão da proteína p53 mutante (Figura 11) foi verificada em 55,17% dos tumores. A 

tabela 20 demonstra a porcentagem de casos positivos em cada subtipo. Na tabela 21 é possível 

observar o painel imunoistoquímico dos DLBCLs de acordo com a forma anatômica. 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 11. Linfoma centroblástico monomórfico (classificação de Kiel atualizada). 

Imunomarcação nuclear do anticorpo p53. DAB, contracoloração com hematoxilina de Harris.  
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TABELA 20. Porcentagem de marcação dos tumores pelo anticorpo p53 entre os diferentes 

subtipos e classificações do DLBCL. 

CLASSIFICAÇÃO % de positividade 

Kiel 

Centroblástico Monomórfico 54,16 

Centroblástico Polimórfico 100 

Imunoblástico de Células B 50 

WHO 2002 
Linfoma de Grandes Células B Difuso 56 

Imunoblástico de Grandes Células 50 

WHO 2008 
DLBCL, NOS variante centroblástica 56 

DLBCL, NOS variante imunoblástica 50 

 

        

 

 

 

 

TABELA 21. Perfil imunoistoquímico dos DLBCLs de acordo com a forma anatômica. 

Forma anatômica 
Painel imunoistoquímico 

CD3 CD20 PAX-5 CD79a Caspase Ki67 

Tímica 0% 75% 75% 100% 14,76% 31,79% 

Cutânea 0% 50% 0% 100% 30,1% 34,88% 

Multicêntrica 0% 78,2% 60,8% 100% 9,94% 66,48% 
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         5.8 Técnica de Microarranjo de Tecido (TMA) 

 

        A avaliação dos cores no TMA revelou marcação para o imunofenótipo idêntico quando 

comparado ao corte convencional, havendo 100% de concordância entre todos os anticorpos 

avaliados, com o valor de kappa = 1,0 e p <0,01. Em relação à caspase-3, a concordância entre o 

corte convencional e o TMA foi excelente (ICC= 0,822), assim como para o Ki67, com valor de 

ICC de 0,935. Já a avaliação do p53 resultou em valor de kappa de 0,593, ou seja, concordância 

satisfatória.  

        Quando comparados os cores entre si para avaliar sua homogeneidade, foi observado que 

estes exibem alto grau de concordância, com ICC de 0,866 para a caspase (Figura 12) e ICC de 

0,945 para o Ki67 (Figura 13). É necessário resaltar que em quatro casos o resultado do p53 não 

foi idêntico nos três cores, o que talvez faça dele menos adequado para a avaliação pelo TMA 

com um ou dois cores. 

 

 
FIGURA 12. Gráfico de Bland Altman da concordância entre os valores de caspase nos 

DLBCLs, comparando-se o bloco com o TMA. 
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FIGURA 13. Gráfico de Bland Altman da concordância entre os valores de Ki67 nos DLBCLs, 

comparando-se o bloco com o TMA. 
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6. DISCUSSÃO 

 

        O linfoma não-Hodgkin é a neoplasia hematopoiética mais comum nos cães e é hoje a 

segunda neoplasia mais frequente, superada apenas pelo câncer de mama. Ela é semelhante ao 

linfoma humano em muitos aspectos importantes, incluindo translocações e anormalidades 

moleculares características e resposta terapêutica semelhante em relação à quimioterapia, 

radiação e terapias mais modernas. Dado ao grande número de cães domiciliados (pet) e a alta 

incidência de linfoma, particularmente em raças suscetíveis, o cão representa um recurso pouco 

aproveitado para o avanço no entendimento e tratamento do linfoma humano, o que acaba 

levando também a melhora no diagnóstico e tratamento do próprio cão (RICHARDS; SUTER, 

2014). 

        No Brasil a presença dos animais sem raça definida é muito expressiva e isso se reflete na 

casuística. No estudo em questão houve maior destaque aos animais SRD com 44,8% dos cães, 

seguido de Boxer com 10,3% e PA com 6,9%. Esse perfil também foi observado por outros 

autores (SEQUEIRA et al., 1999; CARDOSO et al., 2003). Deve-se resaltar que apesar de 

abranger um grupo e tempo distintos (todos os linfomas diagnosticados entre 1986 e 1995 e de 

1997 a 1999, respectivamente versus DLBCL entre 2000 a 2014), os estudos foram conduzidos 

na mesma instituição, o que pode refletir o perfil dos animais atendidos no Hospital Veterinário. 

Outros autores brasileiros também verificaram grande participação de animais SRD e Boxer 

(MORENO; BRACARENSE, 2007; FERNANDES, 2014; NEUWALD et al., 2014).  

        Na literatura internacional o Boxer é apontado como de risco aumentado, podendo chegar a 

178 por 100.00 cães (TESKE, 1994; EDWARDS et al., 2003; PASTOR et al., 2009; PONCE et 

al, 2010). No entanto, a presença significativa dessa raça no estudo em questão é um dado um 

tanto controverso uma vez que já foi constatada que a raça exibe significativa predisposição a 

apresentar neoplasias T (MODIANO et al., 2005; PASTOR et al., 2009; PONCE et al., 2009). 

Por outro lado o Pastor Alemão, que obteve 3ª colocação, exibe mais frequentemente neoplasias 

B (PASTOR et al., 2009).  

        Em relação à idade, os cães tinham entre 3 e 13 anos, com média de 8,4 anos e desvio 

padrão (DP) de 3,3.  Estudos relatam médias variando de 5,9 a 9,5 anos, assim, nossos dados 

estão dentro do que é descrito na literatura (SEQUEIRA et al. 1999, DOBSON et al. 2001; 
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EDWARDS et al., 2003; SUEIRO et al., 2004; MODIANO et al., 2005; MORENO; 

BRACARENSE, 2007; PASTOR et al., 2009; FRANTZ et al., 2013; ZANINI et al., 2013; 

NEUWALD et al., 2014). 

        Quando se leva em consideração apenas os casos de DLBCL foram observados valores 

entre 3 a 14 anos, com mediana de 7,5 anos (FERRARESO et al., 2014). Um estudo que 

observou os subtipos de DLBCL utilizando a classificação da WHO mostrou média 

discretamente maior entre os DLBCLs centroblásticos do que entre os imunoblásticos - 8,4 e 8,1 

anos respectivamente (VALLI et al., 2013). Já outro levantamento obteve médias maiores para 

os linfomas imunoblásticos, seguido dos centroblásticos polimórficos e monomórficos, sendo os 

valores 9,05; 7,81 e 7,25 anos respectivamente (PONCE et al., 2010). Nós encontramos valores 

de médias de idade de 8,6; 8,0 e 7,33 anos para os centroblásticos monomórficos, polimórficos e 

imunoblásticos respectivamente, o que se aproxima mais com o observado pelos pesquisadores 

americanos (VALLI et al., 2013).  

        Não foi constatada diferença estatística entre o sexo dos cães no DLBCL, conforme o que é 

pressuposto na literatura em relação ao linfoma (TESKE,1994; CARDOSO et al., 2003; 

PASTOR et al., 2009; PONCE et al., 2010; FERNANDES, 2014). Concordando com o que diz a 

literatura, a forma multicêntrica foi a mais comum (TESKE, 1994; SUEIRO et al., 2004; 

SEQUEIRA et al., 1999; CARDOSO et al., 2003; MORENO; BRACARENSE, 2007; PONCE et 

al., 2010; ZANINI et al., 2013;  FERNANDES, 2014; NEUWALD et al., 2014), com a 

mediastinal  em segundo lugar (SEQUEIRA et al. 1999, CARDOSO et al. 2003). Na literatura a 

forma cutânea exibe maior variação em relação a sua ocorrência, com valores entre 2 a 12,9% 

dos casos (SUEIRO et al., 2004; CARDOSO et al., 2013; PONCE et al., 2010; FERNANDES, 

2014; NEUWALD et al., 2014). Neuwald encontrou porcentagem semelhante (7%) a nossa 

(6,9%), no entanto nenhum dos estudos levou em consideração apenas DLBCL. O estádio IV foi 

o que abrigou o maior número de cães, com 57,9% dos casos, o que já foi observado por outros 

autores (CARDOSO et al., 2003; MORENO; BRACARENSE; et al., 2007; FERNANDES, 

2014; NEUWALD et al., 2014). 

        Há poucos dados disponíveis referentes ao peso dos animais. Nos nossos cães foram obtidos 

valores de 6,5 a 40,8 kg com média de 21,1 kg e DP de 10,9 kg. Há um estudo que refere que o 

peso dos animais variarou de 2 a 48 kg, com média de 19,5 kg, ou seja, semelhante aos nossos 
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valores (NEUWALD et al., 2014). Ainda, Zanini e colaboradores (2013) observaram um maior 

risco de desenvolvimento de linfoma nos animais com mais de 10 kg. Em outro estudo foi 

correlacionado peso corpóreo maior do que 18 kg com pior sobrevida (GARRETT et al., 2002). 

        Referente aos subtipos morfológicos, utilizando-se a classificação de Kiel atualizada o mais 

comum foi o centroblástico monomórfico, seguido de imunoblástico de células B e 

centroblástico polimórfico. Pela classificação da WHO, tanto humana quanto veterinária, o 

subtipo mais comum foi o centroblástico seguido pelo imunoblástico. Outros autores também 

observaram esta distribuição (GRENLEE et al., 1990; FOURNEL-FLEURY et al., 1997a; 

VALLI et al., 2011; SOKOLOWSKA et al., 2012). No entanto, quando atentado para a diferença 

entre centroblásticos monomórficos e polimórficos, o último é relatado como de maior 

ocorrência (PONCE et al., 2010; FERNANDES, 2014). Há, no entanto, um trabalho que cita o 

imunoblástico como de maior ocorrência (SUZANO et al., 2008). 

        O imunofenótipo do linfoma em humanos é realizado através de um painel amplo de 

anticorpos, uma vez que a expressão de um ou mais marcadores pode estar ausente dificultando o 

diagnóstico. O CD79a foi o único marcador capaz de detectar 100% dos tumores. Já o PAX-5 

detectou 58,6% dos tumores o que difere de outros autores que verificaram 100% de marcação 

para o PAX-5 (WILMAN et al., 2009; FERNANDES, 2014). Quando se leva em consideração 

apenas o DLBCL outros estudos apontaram porcentagens menores de marcação de 96% e 79% 

para o PAX-5. (KRENACS et al., 1998; TORLAKOVIC et al., 2002). DONG e colaboradores 

(2008), no entanto, obtiveram 100% de marcação para o PAX-5 nos DLBCL, mesmo quando o 

CD20 foi negativo, sendo ainda mais sensível que o CD79a que exibiu 86% de positividade nos 

casos. Afirmam ainda que o PAX-5 só é negativo nos casos que exibem diferenciação 

plasmocitária.  

        No presente estudo, o CD20 teve desempenho melhor com 75,8% de positividade nos 

tumores. Um trabalho em humanos atingiu 97% de positividade para o CD20 no DLBCL. É 

importante resaltar que de fato nem todos os linfomas B são positivos para CD20 (O'MAHONY 

RILEY, 2012; GARG et al., 2015). 

        Em relação aos marcadores biológicos, a mediana da porcentagem de marcação para a 

caspase-3 foi de 10,06 com valores que variaram de 0 a 54,1%. Este valor difere 

consideravelmente quando comparado ao encontrado por Fernandes (2014) que relatou mediana 
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de 2,4% para as neoplasias de alto grau de malignidade e 1,33% quando levado em conta apenas 

os tumores B, mas está dentro do intervalo encontrado por Keller e colaboradores (2007) para o 

linfoma canino (6 a 25%). Quando considerados apenas os DLBCLs, em humanos, foram 

observados valores de 3,5% e de 8,8% (intervalo de 1,0% a 29%), sendo o segundo valor mais 

próximo ao observado neste estudo (DUKERS, et al., 2002; MURIS et al., 2005). Não foram 

enconttrados dados na literatura que individualizem os subtipos com relação à caspase-3. Foram 

observadas médias de porcentagem de marcação maiores para o centroblástico polimórfico 

(44,84%), seguido do imunoblástico (16,36%) e centroblástico (10,6%)/centroblástico 

monomórfico (10%). Não foi observada diferença estatística entre as medianas dos diferentes 

subtipos provavelmente devido ao baixo número de amostras, apenas um centroblástico 

polimórfico e quatro imunoblásticos, assim não foi possível o estabelecimento de um perfil 

diferenciado para cada subtipo, mas foi constatada uma tendência que deveria ser analisada em 

estudos futuros, com grupos maiores e possívelmente colaborações interinstitucionais.   

        O Ki-67 é um marcador biológico muito relevante, que tem valor prognóstico e sua 

marcação pode variar de zero a cem por cento nos linfomas caninos em geral (KELLER et al., 

2007). Os linfomas de alto grau de malignidade costumam exibir marcação maior pelo Ki67 com 

médias que variam de 31,5 a 51,35 % (PHILLIPS et al., 2000; SUZANO et al., 2008; 

FERNANDES , 2014). Quando a avaliação é em relação ao DLBCL, em humanos, foram 

apontados 65,7% de casos com alta expressão de Ki67 (>40%) e 34,3% de amostras com baixa 

expressão (<40%). (KÜÇÜKZEYBEK et al., 2013) No nosso trabalho a média geral foi de 

45,93%, sendo a média discretamente maior nos linfomas centroblásticos (46,92%) do que nos 

imunoblásticos (44,69%). Avaliando-se os diferentes subtipos, nos cães SOKOLOWSKA e 

colaboradores (2012) observaram grande variação no índice proliferativo dos linfomas 

centroblásticos. O linfoma imunoblástico mostrou expressão relativamente baixa de Ki67, 

contrastando com o verificado por Fournel-Fleury e colaboradores (1997b) que observaram os 

maiores indices nesse subtipo. Outro pesquisador verificou média maior de proliferação nos 

centroblásticos (65%) do que nos imunoblásticos (46%), compatível com o que nos observamos. 

(DZIMIRA, 2007) 
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        A expressão da p53 mutada é bem variável e controversa em relação a seu prognóstico. 

Calazans (2010) não achou correlação com nenhuma característica clínico-patológica ou tempo 

de sobrevida. Já Xu-Monette e colaboradores (2013) correlacionaram com pior sobrevida no 

DLBCL humano. No homem, a incidência de mutação de p53 nos LNHs é de cerca de 30% 

(INAMURA et al., 1994). Quando se avalia o linfoma canino, essa porcentagem não era 

significativa em trabalhos mais antigos, mas recentemente encontraram-se valores entre 22% e 

90% de positividade dos linfomas (GAMBLIN et al., 1997; SOKOLOWSKA et al., 2005; 

SUEIRO et al., 2004 ; DZIMIRA, 2007; SUZANO, 2007 ; GERARDI, 2008;  CALAZANS, 

2010; DHALIWAL et al., 2013; FERNANDES, 2014).  

        Mais especificamente no linfoma B, em diferentes estudos, foi observado reatividade em 

32,7% e 60% dos tumores (SUEIRO et al., 2004; DZIMIRA, 2007). Existe na literatura 

associação maior entre linfomas T e marcação do p53, mas há também marcação maior em 

neoplasias de alto grau independente do imunofenótipo (SUEIRO, 2004). Além disso, a média de 

idade é significativamente maior em casos positivos para p53, o que não foi observado por nós, 

sendo as médias de idade 9,0 e 7,9 anos para os casos negativos e positivos, respectivamente. Em 

nosso estudo foi verificada ainda porcentagem discretamente maior para os tumores 

centroblásticos (56%) em relação aos imunoblásticos (50%). Deve-se resaltar que o polimórfico 

obteve 100% de marcação, mas se trata de um caso apenas, assim não é possível realizar 

qualquer tipo de dedução a partir desse dado. No DLBCL em humanos já foram constatados 

valores de 50,8% e de 61,1% de marcação, índices que se aproximam do nosso 

(KÜÇÜKZEYBEK et al., 2013; PASANEN et al., 2013)  

        Para a avaliação dos marcadores acima citados, O TMA é uma técnica que possui muitas 

vantagens, mas um aspecto fundalmental é a representatividade em relação ao corte 

convencional. A associação entre a expressão de um biomarcador no TMA com apenas uma 

característica clinicopatológica do câncer é tida como evidencia de que o TMA foi validado e 

assim é uma tecnologia que pode ser utilizada no estudo de outros biomarcadores na mesma 

neoplasia ou do mesmo biomarcador em outras neoplasias. Assim, antes da preparação de um 

TMA o número de cores necessário para acuradamente representar a expressão de um 

biomarcador no tecido deve ser estabelecido de acordo com biomarcador e a neoplasia 
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específica. No carcinoma renal, por exemplo, foi observado que são necessários de 2 a 3 cores 

para a adequada avaliação do Ki67 (ECKEL-PASSOW et al., 2010).  

        Em estudos de linfoma canino foram obervados índices de concordância excelente entre o 

TMA e corte convencional tanto para o Ki67, quanto para a Caspase utilizando-se o mesmo 

tamanho do core que o nosso trabalho (1,0 mm). Já em relação ao p53, diferentemente do nosso 

trabalho que encontrou concordância adequada, foi observada concordância fraca. Isso pode ser 

explicado pelo fato que o trabalho mencionado avaliou todos os tipos de linfoma (FERNANDES, 

2014).  No DLBCL devido a sua característica difusa era esperada uma concordância maior É 

preciso destacar, no entanto, que em quatro casos, houve diferença de positividade entre os 3 

cores, uma vez que a amostra é considerada positiva quando há 10% ou mais de marcação, e esta 

avaliação é feita em mais de um campo, sendo que não é absolutamente homogênea no tecido, 

assim o core utilizado pode ter representado uma área com marcação discretamente acima ou 

abaixo da observada no corte inteiro. 

        Em relação ao número de cores necessários para corresponder ao corte inteiro, nossas 

amostras foram avaliadas em 3 cores de 1,0 mm, sendo que foi observada concordância 

excelente entre os três, assim, um core de 1,0 mm é suficiente para representar a amostra tumoral 

como um todo. Levando em consideração Ki67 e caspase-3, além do imunofenótipo foi relatado 

que quatro cores de 0,6 mm ou 2 de 1,2 mm representam adequadamente o tecido todo 

(KELLER, 2007). Mais uma vez o autor levou em consideração todos os linfomas, os quais 

exibem heterogeneidade muito superior ao DLBCL. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 O CD79a foi o marcador mais eficiente para os DLBCLs sendo expresso por todos os 

tumores. CD20 foi menos eficiente do o CD79a, porém superior ao PAX-5. 

 Não houve diferença nos índices de proliferação e apoptótico entre os diferentes tipos de 

DLBCL. 

 Foi detectada a expressão de p53 mutante nos DLBCLs, sendo semelhante o percentual 

de tumores positivos entre os subtipos estudados. 

 O TMA quando utilizado em core de 1 mm de diâmetro no DLBCL é um método 

confiável para a avaliação do imunofenótipo (CD3, CD20, PAX-5, CD79a) e dos índices 

de proliferação (Ki67) e apoptose (Caspase-3), além da observação da expressão da 

proteína p53 mutante. 
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LINFOMA CANINO: REVISÃO DE LITERATURA COM ÊNFASE NO LINFOMA 
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Maria Claudia Lopes da Silva1 
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RESUMO 

 
Os linfomas não Hodgkin (LNHs) são as neoplasias hematopoiéticas mais comuns nos cães, no 
entanto sua etiologia não está bem estabelecida e há diversos fatores que devam contribuir para 
seu desenvolvimento, como alterações no sistema imune, fatores ambientais e alterações 
genéticas. A neoplasia pode ocorrer em qualquer idade mas afeta predominantemente animais de 
meia idade a idosos. Anatomicamente, os linfomas caninos podem ser classificados em: 
multicêntrico, digestivo, tímico, cutâneo e solitário, com cinco estágios clínicos e dois 
subestágios. Nos últimos anos foram utilizadas diversas classificações humanas, além de 
classificação proposta para os animais domésticos. A imunofenotipagem dos linfomas está 
incorporada aos sistemas mais atuais de classificação, assim como a determinação da expressão 
de marcadores biológicos de proliferação e apoptose. O Linfoma Difuso de Grandes Células B 
(DLBCL) é o subtipo mais frequente, tanto no cão quanto no homem. Os DLBCLs são 
neoplasias formadas por células linfoides B caracterizadas por um padrão de crescimento difuso 
e podem apresentar pelo menos cinco variantes que estão relacionadas com padrões distintos de 
comportamento biológico, inclusive nos cães. No entanto, rotineiramente, estes tumores são 
apenas classificados como DLBCLs sem considerar suas particularidades morfológicas, seu 
perfil imunoistoquímico e seu índice proliferativo. Por isso, a World Health Organization 
(WHO) propõe que, nos trabalhos de pesquisa, estas variantes sejam investigadas 
detalhadamente com o intuito de identificar as diferenças que possibilitem discriminar novas 
entidades.  
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CANINE LYMPHOMA: LITERATURE REVIEW EMPHASIZING ON DIFFUSE 

LARGE B CELL LYMPHOMA 

 
ABSTRACT 

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

LINFOMA CANINO: REVISION DE LITERATURA CON ENFASIS EN LINFOMA 

DIFUSO DE CELULAS B GRANDES 

 
RESUMEN 

 
Los linfomas no Hodgkin (LNH) son las neoplasias hematopoyéticas más comunes en los perros, 
sin embargo, su etiología no está bien conocida. Existen varios factores que pueden contribuir 
con su desarrollo, como cambios en el sistema inmunológico, factores ambientales y alteraciones 
genéticas. El cáncer puede ocurrir en cualquier edad, pero se sabe que afecta principalmente a 
animales de mediana edad y animales más viejos. Anatómicamente, el linfoma canino se puede 
clasificar en multicéntrico, digestivo, tímico, cútaneo y solitario, con cinco estadios clínicos y 
dos subestadios. En los últimos años se han utilizado diversas clasificaciones en humano, y se 
han propuesto para los animales domésticos. El inmunofenotipaje de los linfomas se ha 
incorporado a la mayoría de los sistemas actuales de clasificación, igualmente, la determinación 
de marcadores biológicos de proliferación y apoptosis. Los linfomas difuso  de celulas B grandes    
(DLBCL) es el subtipo más común en el perro y en el hombre. Los DLBCL son neoplasias que 
están formadas por células linfoides B caracterizadas por un patrón de crecimiento difuso y 
pueden presentar por lo menos cinco variantes que están relacionados con diferentes patrones de 
comportamiento biológico, incluso en perros. Sin embargo, usualmente estos tumores se 
clasifican sólo como DLBCL sin tener en cuenta sus características morfológicas, su perfil 
inmunohistoquímico y su índice de proliferación. Por lo tanto, la Organización Mundial de la 
Salud (OMS) sugiere que en estos estudios, estas variantes sean investigadas a profundidad  con 
el fin de identificar las diferencias que permiten identificar nuevas entidades. 
 
Palabras clave: linfoma, perro, DLBCL, immunophenotyping 
 
INTRODUÇÃO 

 
 Os linfomas não-Hodgkin (LNHs) são as neoplasias hematopoiéticas mais comuns nos 
cães e estes têm sido propostos como modelo de ocorrência espontânea para o estudo da 
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etiologia e protocolos de tratamento dos LNHs humanos (1, 2, 3). Já há algum tempo a 
classificação morfológica dos LNHs caninos têm se baseado com sucesso nas diferentes 
classificações propostas para os LNHs humanos (4, 5). No homem, aproximadamente um terço 
de todos os linfomas em adultos são linfomas difusos de grandes células B, o qual é também o 
tipo de LNH mais frequente nos cães (5, 3)  
 Nas classificações de LNHs humanas, principalmente a WHO, os subtipos são 
caracterizados por dados epidemiológicos, clínicos, fenotípicos e genéticos, que permitem a 
identificação de entidades morfológicas (1, 3). Esta também tem sido a tendência para a 
classificação atual dos linfomas caninos, visto que cada vez mais há trabalhos que focam em 
alterações genéticas similares as encontradas no homem, as quais podem permitir maior acurácia 
na classificação e potencialmente desenvolvimento de terapia mais eficaz para determinados 
tipos de linfoma (6, 7, 8, 3). 
 Atualmente, a imunofenotipagem dos linfomas está incorporada aos sistemas de 
classificação dos linfomas caninos, assim como a determinação da expressão de marcadores 
biológicos como Ki-67, caspase-3 e p53 (9). A determinação do índice proliferativo, utilizando-
se o Ki67, pode aumentar a acurácia da classificação dos linfomas e facilitar a diferenciação 
entre determinados subtipos que são morfologicamente semelhantes como o linfoma de zona 
marginal, utilizando-se os índices proliferativos e apoptóticos maiores apresentados pelos 
DLBCLs (10).  
 Na espécie humana, os linfomas de alto grau que possuem maior índice de positividade 
para caspase-3 respondem melhor ao tratamento (11). Este tipo de avaliação ainda é pouco 
comum nas neoplasias caninas, porém nos linfomas caninos empregando-se as classificações de 
Kiel e Working Formulation observou-se grande variação no percentual de células positivas, não 
sendo constatada diferença entre os linfomas de alto e baixo grau e entre os diferentes 
imunofenótipos (9). A determinação do percentual de células positivas para caspase-3 e a 
aplicação de classificações mais atuais, como as propostas para os animais domésticos (4) e para 
os seres humanos (12) nos linfomas caninos, mais especificamente os DLBCLs, podem auxiliar 
no estabelecimento de um perfil mais detalhado destas neoplasias. 
 Na literatura a expressão do p53 alterado no linfoma varia de 22 a 60% dos casos (13,14; 
9; 15). SUEIRO et. al (2004) não detectaram correlação da expressão do p53 com imunofenótipo 
e grau de malignidade das neoplasias. Em estudo recente não foi constatada diferença nos níveis 
de expressão e frequência da mutação do gene p53 entre os grupos de animais portadores de 
linfomas sensíveis e resistentes à quimioterapia (16). Em outro estudo foi observado que a 
expressão do p53 teria impacto negativo na sobrevida total do animal, mas não influenciaria no 
tempo de recorrência da doença (15). Assim, na Medicina Veterinária, o papel desempenhado 
pelo p53 é controverso (14, 9). 
 O presente estudo teve como objetivo revisar as principais características do linfoma 
canino, considerando aspectos de etiologia, epidemiologia, diagnóstico e tratamento, com ênfase 
no subtipo Linfoma Difuso de Grandes Células B. 
 
REVISÃO DE LITERATURA 

          
 Os linfomas não Hodgkin (LNHs) são as neoplasias hematopoiéticas mais comuns nos 
cães (17; 18), com incidência variando de 13 a 33 casos por 100.000 cães, o que os torna mais 
comuns nesta espécie do que nos homens. Quando se leva em conta apenas cães idosos a 
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prevalência pode chegar a 84 por 100.000, já para cães com menos de um ano cai para 1,5 por 
100.000 cães (19). Existem trabalhos que apontam números ainda mais altos, como é o caso de 
um estudo da população de Golden retrievers na Alemanha onde se observou o valor de 116 por 
100.000 cães. (20).  
 Ainda não está bem estabelecida uma causa para o linfoma, mas há fatores que devam 
contribuir para o desenvolvimento da doença. Aberrações no sistema imune foram observadas 
em cães com linfoma, além de aumento da ocorrência em cães com doenças auto imune. Não foi 
comprovado, no entanto, uma relação de causa efeito. Em humanos o risco de desenvolver 
câncer no sistema linforreticular é maior em pessoas com imunossupressão. Acredita-se que isso 
seja devido ao fato que pode ocorrer superexpressão de alguns oncogenes em linfócitos destes 
pacientes, o que eventualmente levaria ao desenvolvimento da neoplasia (21). 
 Foi teorizado ainda associação à exposição a produtos químicos, potencialmente por 
terem efeito imunossupressor. Outra possível causa para o linfoma seria infecção viral, sendo 
esta ainda não comprovada em cães, mas observada em alguns tipos de leucemia e linfoma em 
humanos. Em estudo realizado na cidade de São Paulo, foi observada associação positiva entre 
cães que residem fora da residência perto de ruas e avenidas movimentadas e aumento no risco 
de desenvolvimento de linfoma, sugerindo que a poluição ambiental advinda do trânsito de 
veículos pode estar associada com a doença (22). Além destas causas estão aumentando os 
estudos com relação a anormalidades cromossômicas, já tendo sido observadas alterações 
numéricas (20) e ainda translocações cromossômicas (23).  
 Alterações epigenéticas são eventos precoces durante a carcinogênese e a hipermetilação 
de ilhas CpG em regiões promotoras de genes supressores de tumor é um mecanismo bem 
conhecido de silenciamento gênico que contribui para o desenvolvimento e progressão tumoral. 
Inibidor de Via do Fator Tecidual 2 (TFPI-2) é um supressor de tumor envolvido na inibição de 
invasão. O silenciamento do TFPI-2 é amplamente relatado em várias malignidades humanas, 
mas pouco avaliado no linfoma (24).  
 Em 2014 Ferraresso et al investigaram a expressão do TFPI-2 no Linfoma Difuso de 
Grandes Células B canino comparando com linfoma normal e observaram hipermetilação em 
77% das amostras tumorais. Verificaram ainda que o nível de metilação estava significantemente 
aumentado comparado ao controle e a análise identificou 82% dos loci com hipermetilação, com 
aumento médio de 2 a 120 vezes. A análise de expressão gênica confirmou diminuição da 
expressão do TFPI-2 nos DLBCLs comparado a linfonodo normal, sugerindo que a sua 
hipermetilação regula negativamente a transcripção. Foi encontrada ainda correlação positiva 
entre nível de metilação e idade do animal, provendo a primeira indicação de modificações 
epigenéticas no DLBCL associadas com a idade. No futuro este achado pode ser considerado em 
associação para o prognóstico e terapia (24). 
 Os cães exibem biologia tumoral, influência ambiental, comportamento biológico 
tumoral e aberrações genéticas semelhantes ao homem. A incidência de linfoma em humanos e 
cães é semelhante, o tipo mais comum de LNH é o mesmo em humanos e no cão – linfoma 
difuso de células B– e os mesmos agentes quimioterápicos são utilizados e por isso a doença na 
espécie canina tem sido proposta como modelo para o estudo da etiologia e de protocolos de 
tratamento dos LNHs humanos (1, 25, 2, 3).   
 Anatomicamente, os linfomas caninos podem ser classificados em: multicêntrico, 
digestivo, tímico, cutâneo e extranodal ou solitário. De acordo com a World Health Organization 
(WHO) os linfomas caninos podem ser classificados em cinco estágios clínicos e dois 
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subestágios os quais refletem o grau de envolvimento dos órgãos afetados e sinais clínicos 
apresentados pelo animal, respectivamente (26). Assim a extensão da doença pode ser descrita e 
a maioria dos linfomas caninos se apresenta em estágios avançados, III, IV ou V (21, 27, 28, 29). 
Os sinais clínicos associados são variáveis e dependem entre outros fatores da localização do 
tumor. (26) 
 Na forma multicêntrica, que é a mais comumente encontrada (30; 27; 1, 22, 29) o achado 
mais consiste é linfoadenopatia indolor generalizada, com possível hepatoesplenomegalia e 
envolvimento da medula óssea. A forma mediastinal é relatada como a segunda apresentação 
mais comum (30). É caracterizada pelo aumento dos linfonodos mediastínicos craniais e/ou timo, 
e os sinais clínicos incluem dispneia, tosse, intolerância ao exercício e regurgitação (21).  
         Cães com a forma alimentar ou digestiva comumente apresentam sinais gastroentéricos 
inespecíficos como êmese, diarreia e perda de peso. Linfonodos mesentéricos, fígado e baço 
também podem estar envolvidos. (21). O linfoma cutâneo no cão pode ser generalizado ou 
multifocal e histologicamente pode ser divido em epiteliotrópico (normalmente de origem T) e 
não epiteliotrópico (normalmente de origem B). Os tumores podem se apresentar na forma de 
nódulos, placas, úlceras, eritroderma e dermatite esfoliativa (26). A forma extranodal ou isolada 
é mais incomum e pode afetar qualquer tecido do corpo, sendo sítios comuns o tecido ocular e 
neural (31) 
 Os linfomas podem ser divididos ainda de acordo com sua origem em linfomas de células 
B e T, sendo que o T é apontado como de pior prognóstico (17) Na literatura internacional tem-
se o linfoma B como o de maior ocorrência nos cães (32,1), já na literatura brasileira foi 
observado tanto predominância de linfomas T (27, 33), quanto de linfoma B (28). Foi levantada a 
hipótese que essa variação se deva ao número limitado de indivíduos avaliados, assim, um estudo 
mais amplo poderia eliminar uma possível variação regional em relação ao imunofenótipo da 
neoplasia (29). 
 Não há predisposição sexual para o desenvolvimento de linfoma, mas já foi observada em 
alguns estudos tendência de maior ocorrência em machos (31, 27; 34, 35; 33) 
 O linfoma pode ocorrer em qualquer idade, mas afeta predominantemente animais de 
meia idade a idosos. (20) Estudos relatam médias variando de 5,9 a 9,5 anos (30, 17; 36, 27; 34; 
22, 29). 
 A predisposição racial para o desenvolvimento do linfoma na espécie canina tem sido 
descrita (1). Raças com risco aumentado de linfoma incluem Bouvier des Flandres, Rottweiler, 
Doberman, Pastor Alemão, São Bernardo, Labrador, Golden retriever, Scottish terrier, Setter e 
Bull Mastiff (19; 17; 34). Algumas raças de pequeno porte frequentemente acometidas pelo 
linfoma incluem o Poodle e o Scottish Terrier (17). Raças com menor acometimento incluem 
Dachshund, Poodle toy, Yorkshire terrier e Pomeranians (21; 26). 
 No Brasil a presença de animais sem raça definida é sempre expressiva e, portanto, isto 
se reflete nos resultados das casuísticas que têm sido publicadas. Dentre as raças mais 
observadas, a ocorrência é maior em animais de grande porte como Pastor Alemão, Boxer, 
Dobbermann e Rottweiler (30, 27).  
 Foi observada uma maior probabilidade de desenvolver determinado imunofenótipo do 
linfoma de acordo com a raça. Os Boxers têm risco aumentado de desenvolver neoplasias T, 
assim como Bullmastiff e raças Sptiz e cães asiáticos de “colo”, enquanto que Border Collie, 
Baset Hound, Cocker Spaniel, Doberman, Pastor Alemão e provavelmente Rottweiler são 
afetados principalmente por neoplasias B (36; 37). Devido à ocorrência em grupos de raças que 
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possuem origem em comum, acredita-se que o risco aumentado de desenvolvimento de doenças 
linfoproliferativas de origem T pode ter surgido em algum ancestral, enquanto que o risco 
aumentado de desenvolvimento de neoplasias B pode surgir de diferentes fatores de risco ou 
combinações que tiveram origem durante o processo de seleção da raça (37).  
 Já há algum tempo a classificação morfológica dos LNHs caninos têm se baseado com 
sucesso nas diferentes classificações propostas para os LNHs humanos – classificação atualizada 
de Kiel, Working Formulation for Clinical Usage (WF), Revised European American 
Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL) e mais recentemente a classificação da World 
Health Organization (WHO) – levando em conta caracteres epidemiológicos, clínicos, 
fenotípicos e genéticos, que no homem permitem a identificação de entidades morfológicas (1). 
 Na Medicina Veterinária todos estes sistemas propostos foram aplicados na medida em 
que eram desenvolvidos (21, 4, 1). Mesmo que sem concordância entre os especialistas 
veterinários sobre qual seria o mais adequado, os resultados foram animadores (4). 
Independentemente da classificação utilizada a principal diferença identificada entre seres 
humanos e cães foi a predominância dos linfomas mais agressivos nesta última espécie, sendo os 
linfomas foliculares pouco frequentes (38). No entanto, o valor do cão como modelo da doença 
humana depende da possibilidade de distinção dos principais subgrupos de linfoma em ambas as 
espécies com uma classificação confiável dos LNHs caninos seguindo esquemas atualmente 
utilizados para os LNHs humano (1) 
 No homem, aproximadamente um terço de todos os linfomas em adultos são Linfomas 
Difusos de Grandes Células B (Diffuse Large B Cell Lymphoma – DLBCL), que é considerada a 
forma mais comum de linfoma não Hodgkin no mundo ocidental. O DLBCL está associado a um 
histórico agressivo, com média de sobrevida de menos de um ano em pacientes não tratados (39). 
Segundo os autores que utilizaram a classificação da WHO, o subtipo de LNH mais frequente 
nos cães é o DLBCL (5, 3). 
 Nas classificações mais antigas o DLBCL é correspondente aos subtipos histiocítico 
difuso e misto histiocítico-linfocítico difuso na Rappaport; célula de centro de folículo grande 
clivada e não clivada e imunoblástico B na Lukes Collins; difuso de grandes células, 
imunoblástico de grandes células, difuso misto de pequenas e grandes células na Working 
Formulation e linfoma difuso de grandes células B na REAL. (40) 
 A proposta da Classificação Histológica dos Tumores Hematopoiéticos dos Animais 
Domésticos da World Health Organization (WHO) é baseada na classificação REAL/WHO 
utilizada nos linfomas humanos (4, 35). Ela tem sido utilizada por vários autores em diferentes 
espécies, porém sem que haja consenso na sua adequação para os LNHs caninos. Grupos 
importantes no estudo deste tipo de neoplasia ainda consideram que a classificação de Kiel 
atualizada (41) não deve ser descartada (1). 
 Na classificação atualizada de Kiel os subtipos correspondentes aos DLBCL são os 
linfomas centroblásticos monomórficos e polimórficos, os imunoblásticos B e os anaplásicos de 
grandes células B (41), que correspondem também ao maior percentual dos casos encontrados, 
mais de 50%, quando se aplica esta classificação aos linfomas caninos (1). 
  Os autores que utilizaram a Classificação de Kiel já demonstraram a importância dessa 
classificação para os linfomas caninos, sendo esta classificação utilizada ainda em trabalhos de 
pesquisa recentes (1). O aspecto comparativo ou a correspondência entre as duas classificações – 
WHO e Kiel – torna-se importante na avaliação dos Linfomas de Grandes Células B (Tabela 1), 
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na medida em que a classificação de Kiel serve como parâmetro para o estabelecimento do 
prognóstico nos cães (21). 
 
Tabela 1. Correspondências entre as classificações da Kiel (41), WHO International Histological 
Classification of Hematopoietic Tumors of Domestic Animals (4) e WHO Classification of 
Tumors of Haematopoietic and Lymphoid Tissues (12) em relação ao DLBCL. 

KIEL WHO (2002) WHO (2008) 
Centroblásticos 
monomórficos e 
polimórficos 

Linfoma de Grandes Células B 
(não clivadas e clivadas) 

DLBCL, NOS variante 
centroblástica 

Imunoblásticos B Imunoblástico de Grandes 
Células 

DLBCL, NOS variante 
imunoblástica 

Anaplásicos de grandes 
células B - DLBCL, NOS variante 

anaplásica 
Linfomas de células B 
com alta quantidade de 
células T 
 

Linfoma B ricos em células T DLBCL, NOS rico em células 
T/histiócitos  

- - DLBCL, NOS variantes raras 
Linfoma esclerosante de 
grandes células B do 
mediastino 

Linfoma de Células B Tímico 
(mediastinal B) 

Linfoma de grandes células B 
mediastinal (tímico) 

Linfoma angio 
endoteliótropico 
(intravascular) 

Linfoma Intravascular de 
Grandes Células B 

Linfoma Intravascular de 
Grandes Células B 

- - DLBCL primário do SNC 

- - DLBCL cutâneo primário, tipo 
perna 

- - DLBCL EBV+ dos idosos 

- - Linfoma de grandes células B 
ALK+ 

- - 
DLBCL associado à inflamação 
crônica 

- - Linfoma plasmoblástico 
- - Linfoma de efusão primária 
- - Granulomatose linfomatosa 

- - 

Linfoma de grandes células B, 
surgindo em doença de 
Castleman multicêntrica 
associada à HHV8.   

- - 
Linfoma de células B, 
inclassificável, com 
características intermediárias 
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entre DLBCL e linfoma de 
Burkitt. 

- - 

Linfoma de células B, 
inclassificável, com 
características intermediárias 
entre DLBCL e linfoma de 
Hodgkin clássico. 

 
 Os DLBCLs são neoplasias de padrão de crescimento difuso formadas por células linfoides 
B que possuem núcleo de tamanho igual ou que excede o tamanho do núcleo de um macrófago 
normal ou que corresponde a mais de duas vezes o tamanho de um linfócito normal (12). A 
classificação da WHO propõe que os patologistas utilizem somente o termo Linfoma Difuso de 
Grandes Células B como diagnóstico final. Esta recomendação acompanha a proposta contida na 
classificação REAL (43), pois a identificação de subtipos de DLBCL seria de difícil reprodução 
entre os patologistas e alguns subtipos seriam ainda controversos. No entanto, a Classificação da 
WHO também propõe que estes subtipos sejam considerados nos trabalhos de pesquisa com o 
intuito de demonstrar as diferenças no comportamento biológico das diversas variantes 
procurando estabelecer novas entidades (12). 
 Segundo a Classificação Histológica dos Tumores Hematopoiéticos dos Animais 
Domésticos da WHO, os DLBCLs podem apresentar pelo menos cinco variantes que estão 
relacionadas a comportamentos biológicos diversos - o Linfoma de Células B Rico em Células T, 
o Linfoma Imunoblástico de Grandes Células, o Linfoma de Grandes Células B (não clivadas e 
clivadas), o Linfoma de Células B Tímico (mediastinal B) e o Linfoma Intravascular de Grandes 
Células B – descritos nas espécies domésticas, inclusive nos cães (4). Porém, estes tumores 
geralmente são incluídos entre os DLBCLs sem que sejam descritas em detalhe suas 
características morfológicas, seu perfil imunoistoquímico e seu índice proliferativo. 
 O Linfoma de Células B Rico em Células T é caracterizado por progressão lenta, composto 
por uma população mista de células T pequenas clivadas e células B neoplásicas grandes, sendo 
que esta última população pode compor 5% ou menos do total da população celular.  As lesões 
geralmente envolvem os linfonodos e podem aparecer como aumento de apenas um linfonodo 
periférico. Este subtipo tem sido comparado à lesão pulmonar conhecida como granulomatose 
linfomatosa em humanos (4). 
 O Linfoma Imunoblástico de Grandes Células exibe agressividade moderada, com 
arquitetura difusa composta por células grandes com núcleo redondo a oval ou clivado, mitoses 
frequentes, quantidade variável de citoplasma, que se cora fortemente, membrana nuclear 
espessa, cromatina reticular e periférica, e normalmente nucléolo único central. Macrófagos de 
corpos tangíveis são presentes e numerosos (4). 
 O Linfoma de Grandes Células B (não clivadas e clivadas) possui agressividade moderada, 
composto por população de células linfoides grandes relativamente uniforme, núcleo vesiculoso, 
cromatina reticular e dois a três nucléolos proeminentes periféricos. Macrófagos de corpos 
tangíveis e figuras de mitose são frequentes (4). 
 Um tipo raro que acomete o mediastino é o Linfoma de Células B Tímico (mediastinal B), 
mais frequentemente observado em cães jovens de raças de grande porte.  As lesões têm 
desenvolvimento lento e os animais normalmente apresentam êmese após alimentação 
aparentemente devido à compressão esofágica. As lesões são tipicamente bem encapsuladas, 
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exibem bandas de colágeno evidentes dando uma aparência macroscópica de timoma. 
Citologicamente as células tumorais são grandes, com núcleo vesicular, nucléolo proeminente, 
podendo ser altamente indentados e ocasionalmente muito grande e multilobulado (4). 
 O Linfoma Intravascular de Grandes Células B é uma doença sistêmica caracterizada pela 
proliferação de clusters de células linfoides dentro do lúmen de pequenas veias e, em menor 
grau, artérias do coração, pulmão e sistema nervoso central. É uma doença rara que pode ter um 
aparecimento repentino de síncope e morte em um animal sem nenhuma manifestação clínica 
(4). 
 De acordo com a classificação da WHO mais atualizada (2008) os subtipos 
correspondentes ao DLBCL são o DLBCL, sem outras especificações; o linfoma de grandes 
células B rico em células T/histiócitos; DLBCL primário do SNC; DLBCL cutâneo primário, 
tipo perna e DLBCL EBV positivo dos idosos (12).  
 As características citomorfológicas do DLBCL, sem outras especificações são diversas e 
podem ser divididas em variantes morfológicas comum e rara. As variantes morfológicas 
comuns compreendem a centroblástica, imunoblástica e anaplásica. As variantes raras podem 
apresentar estroma mixóide ou matriz fibrilar, alguns casos podem exibir formação de 
pseudorosetas, formato celular fusiforme ou mostrar características de células em anel de sinete. 
Grânulos citoplasmáticos, projeções de microvilos e junções intercelulares também podem ser 
vistos. Ele representa 25 a 30% dos LNH de adultos nos países ocidentais, sendo sua etiologia 
desconhecida. Normalmente se apresenta como uma neoplasia dita primária ou como progressão 
de outro tipo neoplásico menos agressivo como, por exemplo, linfoma folicular e linfoma de 
zona marginal (12).  
 Diante de uma suspeita de linfoma devem ser realizados exame físico completo, 
hemograma, bioquímico e urinálise, sendo o diagnóstico definitivo através de exame citológico 
ou histopatológico (26). O diagnóstico e classificação do linfoma podem ser realizado de forma 
simples, eficaz e com baixo custo através do exame citológico, sendo que a classificação de Kiel 
exibe melhor adequação por se basear em características morfológicas (42). No entanto, há 
algumas limitações. Devido à ausência de arquitetura tecidual não é possível observar uma 
desorganização da arquitetura normal ou invasão da cápsula, podendo dificultar a diferenciação 
entre um linfoma e uma hiperplasia reacional acentuada, a qual é caracterizada por grande 
número de células linfoides grandes. Ainda, linfoma de células pequenas pode exibir poucos 
indícios de suas características de malignidade. Além disso, classificação em baixo, moderado e 
alto grau, que é realizada através de características citológicas e imunofenotipagem pode ser feita 
com maior acurácia no exame histopatológico (26). 
 O diagnóstico pode também ser realizado através de técnicas moleculares tanto para o 
diagnóstico em si quanto para caracterizar melhor o tumor e incluem histo e citoquímica, 
imunoisto e imunocitoquímica; citometria de fluxo e PCR (21; 44). 
 Ocasionalmente pode ser difícil a diferenciação entre uma proliferação maligna e benigna, 
situação a qual pode ser resolvida através da avaliação da clonalidade, uma vez que a clonidade é 
um marco de malignidade, ou seja, é suposto que o tumor origine-se de um único clone (26). 
 Atualmente, a imunofenotipagem dos linfomas está incorporada aos sistemas de 
classificação do linfoma e a técnica de imunoistoquímica é o padrão ouro para essa determinação 
(44). Dessa maneira, o estabelecimento da origem T ou B das células neoplásicas associado a sua 
morfologia permite o reconhecimento dos diferentes tipos de neoplasias linfoides (12). 
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 Para a determinação do imunofenótipo são utilizados marcadores linfocitários como os 
anticorpos policlonal anti CD3 e monoclonal anti CD79α, como marcadores pan T e pan B, 
respectivamente, tanto para o homem (12) quanto para os animais domésticos (4, 1, 5, 38). 
Entretanto, esta determinação pode ser obtida com maior acurácia ampliando-se o painel de 
anticorpos. Nos seres humanos, os DLBCLs normalmente expressam vários marcadores pan B, 
porém a expressão de um ou mais destes marcadores pode estar ausente, impedindo ou 
dificultando a determinação do imunofenótipo quando se utiliza apenas um marcador (45).  
 Para os linfomas B os mais utilizados nos linfomas humanos, além do anti CD79a, são o 
anti CD20 e o PAX-5 (anti- BSAP) entre outros (45). Deve-se resaltar que a pouca reação 
cruzada entre os anticorpos específicos humanos e caninos restringe o painel utilizado nos 
linfomas dos cães, tanto para o diagnóstico quanto para o estadiamento (46). Nos cães, embora o 
marcador pan B mais amplamente utilizado seja o anti CD79a (4, 10; 32), o anti CD20 também 
tem sido utilizado em menor escala com o mesmo fim (46). Mais recentemente, a expressão da 
PAX-5 (anti BSAP) foi empregada como marcador imunoistoquímico pan pré B e pan B em 
amostras de linfomas de cães incluídas em parafina (33). 
 O CD79 é um heterodímero sinalizador que é expresso apenas pelas células B e em 
vários tipos de linfoma (47). A molécula é um heterodímero covalente que contém CD79a (Ig α, 
mb 1) e CD79b (Ig β, B29), ambas subunidades contém um único domínio Ig extracelular, um 
domínio transmembrana e um domínio de sinalização intracelular. O BCR (receptor de antígeno 
de células B) é um complexo entre CD79 e o Ig de superfície, todos estes componentes são 
necessários para a expressão do BCR na superfície celular. A ligação cruzada do BCR aciona o 
mecanismo de sinalização o que pode levar a apoptose ou na presença de sinal de resgate de 
células T pode levar a ativação e divisão celular, o que torna o CD79, além de marcador para 
linfoma B, um alvo de terapia anticâncer com anticorpos (48). 
 Já o CD20 é uma molécula de superfície celular específica de linfócitos B e sua ligação 
com anticorpo altera a progressão no ciclo celular e a diferenciação indicando que esta molécula 
é essencial na função dos linfócitos B. Ela é expressa em células pré B na medula óssea, 
principalmente após o rearranjo da cadeia pesada de Ig e sua expressão persiste até a 
diferenciação para plasmócitos. Os complexos multiméricos de CD20 podem formar canais de 
íons para condução de Ca2+ na membrana plasmática de células linfoides B. Pressupõe-se que o 
CD20 canino contenha domínios de sequências de aminoácidos consistindo de dois domínios 
extracelulares, quatro domínios transmembrana e três domínios intracelulares, sendo expresso 
por células mononucleares do sangue periférico, linfonodos e linfomas de células B, mas não em 
linfomas de células T ou linfomas não T - não B, assim como o CD20 humano (49). 
 A proteína ativadora específica de células B (BSAP) é um fator de transcrição de 52kD 
originalmente identificado como homólogo da proteína ativadora tecidual específica do ouriço 
do mar. A BSAP é codificada pelo gene PAX-5, um membro altamente conservado da família de 
genes de fatores de transcrição “paired Box” (PAX). Dentre as células hematopoiéticas a 
expressão do gene PAX5 é restrita a linhagem de células B. A transcrição do gene do PAX5 é 
iniciada em células pró B e é abundante nos estágios de maturação pré B e células B madura, 
mas é ausente em plasmócitos diferenciados. O PAX5 é um fator de transcrição essencial ao 
comprometimento da célula com a linhagem de linfócitos B, induzindo a expressão de vários 
genes e ao mesmo tempo reprimindo vias alternativas de diferenciação hematopoiética, o que 
torna possível a sua utilização como um marcador pan B (50) 
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 A importância da detecção destes antígenos não reside somente na determinação do 
imunofenótipo. O CD20 tem sido utilizado amplamente como alvo de procedimentos 
terapêuticos nos linfomas B humanos que empregam anticorpos monoclonais como o Rituximab, 
que é um anticorpo quimérico monoclonal IgG1 anti CD20 humano produzido por engenharia 
genética em camundongo. Acredita-se que o Rituximab aja sobre as células do linfoma 
induzindo a lise celular mediada por complemento, a citotoxicidade celular dependente de 
anticorpo e a indução direta de apoptose, atuando simultaneamente com a quimioterapia (39; 51).  
 O uso de anticorpos monoclonais anti - CD20 para o tratamento de linfomas B aumentou 
significativamente a sobrevida dos pacientes, porém há pacientes refratários à terapia ou os que 
apresentam recorrência da doença (52). Linhagens celulares de linfoma B submetidas a 
tratamento in vitro por anticorpos anti CD20 mostraram que células de maior expressão de CD20 
são mais sensíveis ao tratamento (53).  
 Especial atenção deve ser dada a dose utilizada para o tratamento, uma vez que com o 
uso de doses altas da droga os mecanismos efetores necessários para a atividade do medicamento 
podem ser saturados comprometendo a eficácia da terapia. Sob essas condições uma reação 
chamada trogocitose predomina. Ela consiste na remoção do complexo CD20 – anticorpo 
monoclonal das células alvo por células efetoras que expressam receptores Fcγ permitindo que 
estas células malignas escapem sem danos e promovam a progressão do tumor (51). 
 Em cães ainda não está bem estabelecido o uso e eficácia deste tipo de drogas, mas 
existem estudos promissores que apontam uma maior efetividade do tratamento quando 
associada quimioterapia tradicional a imunoterapia (2). 
 Assim sendo, a determinação do perfil imunofenotípico dos linfomas não só torna o 
diagnóstico mais acurado, mas também abre novas perspectivas para se estabelecer protocolos de 
tratamento mais específicos. 
 Nos estudos sobre neoplasias, inclusive linfomas, pode-se observar a necessidade de 
avaliar além do imunofenótipo, o índice de proliferação celular e a taxa de apoptose das células 
neoplásicas (54). Quando se trata especificamente dos linfomas, além do imunofenótipo, há a 
necessidade de se estabelecer os índices proliferativos, já que estes podem aumentar a acurácia 
da classificação deste tipo de neoplasia. No que diz respeito aos DLBCLs, pode-se reduzir a 
dificuldade na diferenciação entre estes e determinados subtipos morfologicamente similares, 
como o linfoma de zona marginal, utilizando-se os índices proliferativos e apoptóticos maiores 
apresentados pelos DLBCLs (10). Além disso, a correlação positiva entre o índice proliferativo, 
a morfologia celular, o imunofenótipo e o grau de malignidade já foi constatada (55).  
 Um estudo recente verificou que há uma variação significativa do tempo de sobrevida de 
cães com diferentes índices mitóticos. Em cães apresentando tumores com índices mitóticos 
menores que 20 mitoses por campo de grande aumento (400 X) e maiores que 21 mitoses por 
campo de grande aumento foi observada sobrevida média de 188 e 31 dias respectivamente (35). 
 O marcador mais confiável para este tipo de avaliação da proliferação celular é o 
antígeno Ki-67 (MIB-1). Este antígeno é uma proteína de 345 kD que é expressa em todas as 
fases do ciclo celular, exceto nas células em G0 e que pode ser detectada utilizando-se métodos 
imunoistoquímicos (56). 
 Como foi mencionado anteriormente, outro índice relacionado com o comportamento 
biológico das neoplasias é o índice apoptótico, pois o crescimento tumoral não é determinado 
somente pela porcentagem de células em proliferação e pelo tempo do ciclo celular (57). Um dos 
métodos empregados para este tipo de avaliação é a detecção imunoistoquímica da expressão da 
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caspase-3 (9). Estas enzimas estão presentes no citoplasma da maioria das células, na forma 
inativa como uma cadeia única de polipeptídeos e são ativadas quando esta cadeia é quebrada. A 
expressão de caspase-3 é utilizada em muitos distúrbios hematopoiéticos na espécie humana, 
inclusive nas leucemias e nos linfomas. Os linfomas de alto grau de malignidade apresentam 
uma expressão maior de caspase-3 que aqueles de baixo grau (58). Na espécie humana, os 
linfomas de alto grau que possuem maior índice de positividade para caspase-3 respondem 
melhor ao tratamento (11).  
 Este tipo de avaliação ainda é pouco comum nas neoplasias caninas, porém nos linfomas 
caninos empregando-se as classificações de Kiel e Working Formulation observou-se grande 
variação no percentual de células positivas, não sendo constatada diferença entre os linfomas de 
alto e baixo grau e entre os diferentes imunofenótipo (9). Nos seres humanos esta variação na 
expressão de caspase-3 nos DLBCLs já foi observada (58). Deve-se ainda ressaltar, no entanto, 
que entre os DLBCLs humanos, já foi constatado que os tumores de alto grau apresentam índices 
apoptóticos maiores que os linfomas de baixo grau de malignidade (11, 58). A determinação do 
percentual de células positivas para caspase-3 e a aplicação de classificações mais atuais, como 
as propostas para os animais domésticos (4) e para os seres humanos (12) nos linfomas caninos, 
mais especificamente os DLBCLs, podem auxiliar no estabelecimento de um perfil mais 
detalhado destas neoplasias. 
 Outro marcador imunoistoquímico relacionado com a apoptose é a expressão da proteína 
p53 mutante nas células neoplásicas. As mutações neste gene são as lesões gênicas mais 
frequentes nas neoplasias da espécie humana, sendo um importante indicador da resposta 
terapêutica dos LNHs humanos (59). A expressão do p53 alterado é superior a 30% nos linfomas 
de alto grau de malignidade de origem B (13). De acordo com SUEIRO et. al (2004) nos LNHs 
caninos cerca de 60% dos casos são positivos para a expressão do p53, porém, não foi detectada 
a correlação deste achado com os imunofenótipos e os graus de malignidade das neoplasias (14; 
9). Outros estudos sugerem que essa taxa de positividade pode ser menor, chegando a até 22% 
dos LNH, sendo que a expressão do p53 teria impacto negativo na sobrevida total do animal, mas 
não influenciaria no tempo de recorrência da doença (15). Por outro lado, existe relato sobre 
número maior de células p53+ em linfomas T do que em linfomas B caninos (59). Em estudo 
recente não foi constatada diferença dos níveis de expressão e da frequência da mutação do gene 
p53 entre os grupos de animais portadores de linfomas sensíveis e resistentes à quimioterapia 
(16).  
 Assim, na Medicina Veterinária, o papel desempenhado pelo p53 nas diferentes 
neoplasias é controverso, sendo ainda escassos os estudos que apresentam este tipo de 
abordagem. Quando se trata dos linfomas caninos as diferentes classificações utilizadas e a 
comparação entre grandes grupos que consideram apenas os imunofenótipos, sem considerar 
muitas vezes os subtipos de LNHs, podem explicar, pelo menos parcialmente, a discrepância dos 
resultados. 
  
CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 O linfoma não-Hodgkins (LNH) é atualmente uma das neoplasias que mais acomete os 
cães, levando a significativa diminuição na longevidade e qualidade de vida dos animais 
afetados. É frequente também no homem e devido às semelhanças no comportamento biológico 
tumoral, influência ambiental, aberrações genéticas, incidência, tipo mais frequente e também 
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tratamento, a doença no cão é utilizada como modelo de ocorrência espontânea para o estudo da 
etiologia e protocolos de tratamento dos LNHs humanos. Ela é uma doença heterogênea, uma 
vez que cada subtipo é uma entidade única, o que pode demandar diferentes abordagens. Assim, 
são necessários estudos que permitam diagnósticos mais precoces e acurados possibilitando 
terapias mais eficazes e consequentemente melhor prognóstico. 
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