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FERNANDES, T.R Classificação morfológica e imunoistoquímica em 
microarranjo de tecido (TMA) de linfomas não-Hodgkin em cães conforme 
os critérios da histological classification of hematopoietic tumours of 
domestic animals (WHO). Botucatu, 2014. 89p. Dissertação (Mestrado) – 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, 
Universidade Estadual Paulista. 

 

RESUMO 

 

Os linfomas estão entre as neoplasias mais frequentes na espécie canina e 

apresentam diversas características em comum com o linfoma do homem, e 

por isso, as classificações utilizadas se baseiam naquelas propostas para os 

linfomas humanos. O aumento no número de casos de linfoma nos seres 

humanos durante as últimas décadas torna o estudo comparativo entre as duas 

espécies de extrema importância, já que ambas compartilham o mesmo 

ambiente, estando sujeitas às mesmas influências ambientais, o que torna o 

cão um sentinela biológico muito útil. Objetiva-se neste trabalho aplicar os 

critérios da World Health Organization (WHO) aos linfomas caninos 

comparando-os aos da classificação de Kiel atualizada, utilizando a avaliação 

imunoistoquímica para expressão de marcadores biológicos do câncer (Ki-67, 

Caspase-3 e p53) pelo método de Tissue microarray (TMA), comparando-o ao 

método convencional, além de avaliar a eficiência do PAX5 BSAP (B cell 

specific activator protein) como marcador de linfomas B em comparação ao 

CD79a. No presente trabalho, concluímos que os critérios estabelecidos pela 

Histological Classification of Hematopoietic Tumors of Domestic Animals 

(WHO) permitem a correlação com os tipos de linfoma descritos pela 

classificação de Kiel. O método de TMA permite a avaliação de marcadores de 

proliferação e apoptose nos linfomas caninos independentemente do diâmetro 

dos cores. Para os linfomas B caninos o anticorpo anti-PAX-5 mostrou-se mais 

eficiente como marcador do que o anticorpo anti-CD79a, devendo ser 

associado ao painel de imunofenotipagem. 

 

Palavras-chave: classificação morfológica, cão, linfoma, TMA. 
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FERNANDES, T.R Morphologic and immunohistochemical classification in 
tissue microarray (TMA) of non-Hodgkin lymphoma in dogs according to 
the criteria of histological classification of hematopoietic tumors of 
domestic animals (WHO). Botucatu, 2014. 89p. Dissertação (Mestrado) – 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, 
Universidade Estadual Paulista. 

 

ABSTRACT 

 

Lymphomas are among the most common neoplasms in dogs and have several 

features in common with lymphoma of human, and therefore, the classifications 

used are based on those proposed for human lymphomas. The increase in the 

number of cases of lymphoma in humans during the last decades makes the 

comparison between the two kinds of extreme importance, since both share the 

same environment and are subject to the same environmental influences, which 

makes the dog a biological sentinel very useful. Objective of this work is to 

apply the criteria of the World Health Organization (WHO) for canine lymphoma 

comparing them to the updated Kiel classification, using the 

immunohistochemical evaluation for biological markers of cancer (Ki-67, p53 

and Caspase-3) by the method of Tissue microarray (TMA), compared to the 

conventional method, and to evaluate the efficiency of PAX5 BSAP (B cell 

specific activator protein) as a marker of B-cell lymphomas compared to CD79a. 

In the present study, we conclude that the criteria established by Histological 

Classification of Hematopoietic Tumors of Domestic Animals (WHO) allow 

correlation with the types of lymphoma described by the Kiel classification. The 

method allows the evaluation of MRI markers of proliferation and apoptosis in 

canine lymphoma regardless of the diameter of colors. For B-cell lymphomas 

canine anti-Pax-5 antibody was more efficient than the marker anti-CD79a 

antibody should be associated with immunophenotyping panel. 

 

Key-words: morphological classification, dog, lymphoma, TMA.
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os distúrbios linfohematopoiéticos são comuns nos cães, e o linfoma 

não-Hodgkin canino (cNHL) apresenta a maior incidência, perfazendo um total 

de 83% de todas as neoplasias hematopoiéticas (VAIL e WITHROW, 2007).  

No homem, diversas classificações foram desenvolvidas ao longo dos 

anos para este tipo de neoplasia e a razão disto sempre esteve no surgimento 

de novos conhecimentos relativos aos mecanismos de regulação celulares e ao 

reconhecimento de novas categorias de tumores (VALLI, 2007).  

A classificação mais recente dos linfomas humanos é baseada na 

classificação da World Health Organization (WHO) proposta por International 

Agency for Research on Cancer (JAFFE et al., 2008) e leva em consideração 

uma ampla gama de características histopatológicas, citológicas, 

imunofenotípicas, genotípicas e clínicas.  

Em termos de medicina veterinária, a proposta de classificação mais 

recente é a Histological Classification of Hematopoietic Tumors of Domestic 

Animals (WHO) que define as características anatômicas, arquiteturais e 

citológicas das neoplasias hematopoiéticas, inclusive dos linfomas, e que se 

baseia na classificação citada acima (VALLI et al., 2002). Deve-se ressaltar, no 

entanto, que grupos de pesquisa importantes ainda consideram a classificação 

de Kiel atualizada um sistema muito útil para a classificação dos linfomas 

caninos (PONCE et al., 2010).  

Recentemente foi observado que o Pax5 (proteína ativadora específica 

de células B- BSAP), foi detectada por método imunoistoquímico nos linfomas 

caninos. Sendo assim podendo se tornar em marcador adicional para os 

linfomas B do cão (WILLMANN et al., 2009).  

Paralelamente à utilização dos sistemas de classificação, a avaliação 

dos linfomas caninos, semelhantemente ao que ocorre no homem, inclui a 

detecção da expressão de marcadores biológicos e sua correlação com o 

comportamento da neoplasia (SUZANO, 2007). Portanto, nos linfomas há a 

necessidade de se avaliar, além da morfologia celular e do imunofenótipo, o 

índice de proliferação celular e a taxa de apoptose das células neoplásicas 

(KIUPEL et al., 1999).  
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Conforme o exposto, a avaliação imunoistoquímica é imprescindível na 

determinação do comportamento biológico dos linfomas.  

Um grande impulso na avaliação imunoistoquímica de amostras 

tumorais foi obtido com o desenvolvimento da TMA (tissue microarray 

technique), que permite a avaliação simultânea de um grande número de 

amostras processadas sob as mesmas condições, proporcionando economia 

de reagentes, de tempo e das próprias amostras (KELLER et al., 2007).  

Desta forma, mostra-se necessário que se aprofundem os estudos sobre 

a aplicabilidade das classificações propostas para os linfomas caninos e sobre 

os métodos de avaliação dos marcadores biológicos destas neoplasias.
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 Linfoma canino 
 

O linfoma é a neoplasia hematopoiética mais comum nos cães 

(DOBSON et al., 2001). Os linfomas são neoplasias caracterizadas pela 

proliferação clonal de linfócitos malignos, e originam-se principalmente de 

órgãos linfoides, como medula óssea, timo, baço, fígado e linfonodos (VAIL e 

YOUNG, 2007). Esses tumores formam um grupo heterogêneo de neoplasias 

que apresentam características morfológicas e imunofenotípicas distintas 

(WILLMANN et al., 2009). 

Os linfomas estão entre as neoplasias mais frequentes na espécie 

canina (VONDEHAAR e MORRISON, 1998). Nos cães, ocorrem de 13 a 33 

casos em cada 100.000 cães/ano (SOZMEN et al., 2005). Nos humanos, os 

linfomas não-Hodgkin (NHLs) também são comuns e sua incidência tem 

aumentado nas últimas quatro décadas (FRIEDBERG et al., 2008). Segundo o 

instituto nacional de câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA), o número de 

casos duplicou nos últimos 25 anos, tendo a estimativa de 9.790 casos novos 

no ano de 2014 (INCA, 2014). 

Nos humanos e nos cães, os NHLs mostram características comuns 

(FOURNEL-FLEURY et al., 1997a). O aumento no número de casos de linfoma 

nos seres humanos durante as últimas décadas torna o estudo comparativo 

entre as duas espécies de extrema importância, já que ambas compartilham o 

mesmo ambiente, estando sujeitas às mesmas influências ambientais, o que 

torna o cão um sentinela biológico muito útil. Deve-se destacar ainda, que o 

ciclo de vida mais curto destes animais permite que se observem mais 

precocemente as possíveis modificações no comportamento dos linfomas ao 

longo dos próximos anos.  

Estes tumores ocorrem com frequência em animais entre cinco e 11 

anos (JACOBS et al., 2002), com uma média de oito anos de idade (PONCE et 

al., 2010), sem predileção por sexo (VONDERHAAR e MORRISON, 1998; 

PONCE et al., 2010). Contudo, levantamentos recentes apontam para uma 

maior ocorrência em cães machos (VALLI et al., 2013). 
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Há evidências de predisposição racial, principalmente em animais das 

raças Boxer, Scottish Terrier, Basset Hound, Airedale Terrier, Chow Chow, 

Pastor alemão, Poodle, São Bernardo, Beagle, Golden Retriever e Bulldog 

(TESKE, 1994; VONDERHAAR e MORRISON, 1998; FOURNEL-FLEURY et 

al., 2002). Valli et al., (2013) observou uma maior ocorrência em cães de porte 

grande, com uma incidência de 75,6%. Neste estudo as raças mais prevalentes 

foram o Boxer, mestiços, Labrador Retriever e Golden Retriever. O mesmo 

estudo observou maior prevalência, entre os cães de pequeno porte, para as 

raças Shih-Tzu, Beagle e Cocker Spaniel. 

Estudos revelam ainda que certas raças de cães tiveram aumento 

estatisticamente significativo do risco de desenvolver linfoma, em comparação 

com o risco médio de todos os cães. Isto sugere que os fatores de risco 

hereditários para a doença foram introduzidos com a derivação de raças 

específicas. Outras evidências que sustentam a existência de fatores 

hereditários fortemente incorporados para esta doença em cães pode ser 

inferido pela agregação familiar observada em Bullmastiff, Rottweiler, e Scottish 

Terrier (TESKE et al., 1994). É possível, no entanto, que os dados 

demográficos, incidência e dinâmica da doença canina possam ter mudado do 

passado para a atualidade (MERLO et al., 2008). 

A etiologia deste tipo de neoplasia é desconhecida (TESKE, 1994), 

embora existam estudos que tentam comprovar, sem muito sucesso, a 

presença de agentes virais (FOURNEL-FLEURY et al., 2002). Diferente do que 

ocorre na espécie canina, em outras espécies como seres humanos, roedores, 

felinos, bovinos, aves e alguns primatas, a etiologia viral já foi identificada 

(SEQUEIRA et al., 1999).  

Recentemente, foi observado um vírus tipo herpes em cinco casos de 

linfoma de células B em cão. No entanto, o significado de agentes virais na 

patogênese do linfoma canino continua indeterminado, devido a etapas não 

cumpridas na transmissão experimental e ausência de evidência 

epidemiológica para sugerir a transmissibilidade nos linfomas caninos (HUANG 

et al., 2012). 
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Ademais, alguns trabalhos consideram como fatores de risco para o 

desenvolvimento do linfoma a exposição à fumaça do tabaco ou a emissão de 

resíduos, bem como a utilização de produtos químicos no ambiente habitado 

por cães (GAVAZZA et al., 2001). 

Anatomicamente, os linfomas caninos são classificados em: 

multicêntrico, digestivo, tímico, cutâneo e solitário ou extranodal (JACOBS et 

al., 2002) (Tabela 1). Um estudo de cães com linfoma constatou que em 82,4% 

dos casos foram observados sinais clínicos de envolvimento de linfonodo, seja 

linfadenopatia generalizada ou localizada, que caracterizam a forma 

multicêntrica do linfoma. O linfoma multicêntrico canino é considerado uma 

neoplasia clinicamente agressiva quando comparada ao linfoma não-Hodgkin 

humano (VAIL e MACEWEN, 2000). 

A doença extranodal foi observada em 17,6% de 608 casos (PONCE et 

al., 2010). No Brasil, a predominância da forma multicêntrica também é 

relatada (SEQUEIRA et al., 1999). 
 

Tabela 1: Classificação Anatômica dos Linfomas Caninos segundo JACOBS et 
al. (2002). 

FORMA LOCALIZAÇÃO 
Multicêntrica Linfonodos periféricos e profundos 

podendo envolver órgãos como 

fígado, baço, rins, pulmão, coração, 

trato gastrintestinal e medula óssea. 

Digestiva Trato gastrintestinal e linfonodos 

regionais. Podendo envolver órgãos 

abdominais como fígado, baço e rins. 

Tímica Envolve o timo e linfonodos regionais 

Cutânea Envolve a pele sob a forma de 

massas solitárias ou múltiplas, estas 

acompanhadas ou não de 

envolvimento sistêmico. 

Solitária Envolve apenas um órgão. 
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O estadiamento clínico dos linfomas caninos é realizado durante o 

diagnóstico clínico e auxilia na determinação do prognóstico e tratamento 

(DOBSON et al., 2001). Este estadiamento segue o protocolo proposto pela 

World Health Organization (WHO), estabelecido inicialmente para o linfoma nos 

seres humanos, e posteriormente utilizado para a espécie canina (SEQUEIRA 

e FRANCO, 1992) (Tabela 2).  Estadios mais avançados são observados em 

casos de linfoma de alto grau, onde os animais apresentam sinais sistêmicos 

da doença (VALLI et al., 2013).  

O linfoma canino sempre se apresenta em estágios avançados da 

doença (III-V) no momento do diagnóstico, e normalmente apresenta um curso 

clínico agressivo (MARCONATO et al., 2013). 

 

Tabela 2: Estadiamento Clínico dos Linfomas Caninos proposto pela 

Organização Mundial de Saúde (OWEN, 1980; GRAY et al., 1984). 

ESTADIO CRITÉRIO 
I Envolvimento limitado a um único 

linfonodo ou tecido linfoide de um 

único órgão (exceto medula óssea). 

II Envolvimento de vários linfonodos 

regionais com ou sem envolvimento 

das tonsilas. 

III Envolvimento generalizado dos 

linfonodos. 

IV Envolvimento do fígado e/ou baço, 

com ou sem envolvimento 

generalizado dos linfonodos. 

V Envolvimento do sangue, medula 

óssea e/ou outros órgãos. 

 

2.2 Imunofenotipagem dos linfomas (CD79a, CD3, PAX5) 
 
A determinação do imunofenótipo dos linfomas em humanos se tornou 

essencial na classificação, devido à relação com o comportamento biológico e 

a resposta à terapia (FOURNEL-FLEURY et al., 2002). A imunofenotipagem 
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identifica um grupo de glicoproteínas de superfície chamadas clusters of 

differentiation (CD). Para a identificação desses antígenos é necessário o uso 

de anticorpos específicos (TESKE et al., 1994). 

Nos linfomas caninos, o emprego dos anticorpos anti-CD3 e anti-CD79a, 

marcadores de células T e células B, respectivamente, permitem que esta 

determinação seja feita em material fixado em formol e incluído em parafina 

(SUZANO et al., 2008). Raramente, o linfoma não expressa o CD3 ou CD79a, 

quando ocorre, a origem não é determinada e esse linfoma é classificado como 

sendo formado por células “nulas” (MORRISSON e NEUBERGER, 2001). 

Estudos constataram que em geral, os linfomas de células T apresentam 

prognóstico pior do que seus equivalentes de células B, mas a interpretação da 

imunofenotipagem deve ser sempre correlacionada ao subtipo morfológico. 

Assim, um linfoma de células T pleomórfico, o subtipo mais comum entre os 

linfomas de células T, tem tipicamente, um curso clínico menos favorável ao 

paciente do que um linfoma de células B polimórfico centroblástico, o subtipo 

mais comum entre os linfomas de células B. No entanto, ao considerar subtipos 

menos comuns de células B e de células T, os cães com linfoma de células T 

claras pequenas geralmente sobrevivem por mais tempo do que aqueles 

diagnosticados com linfoma linfoblástico B Burkitt-like, considerado muito 

agressivo (PONCE et al., 2004). 

Atualmente, a imunofenotipagem é indispensável para determinar o 

diagnóstico de linfoma não-Hodgkin de acordo com as classificações atuais, 

Kiel (LENNERT e FELLER, 1990), Real (HARRIS et al., 1994) e WHO (JAFFE 

et al., 2001). De acordo com a literatura veterinária, 60-80% dos linfomas em 

cães são de células B (TESKE, 1994; FOURNEL-FLEURY et al., 1997a), 

enquanto os linfomas de células T representam de 35 a 40% (MODIANO et al., 

2005).  

Recentemente, verificou-se que o Pax5, uma proteína ativadora 

específica de células B (BSAP), foi detectada por método imunoistoquímico em 

100% dos linfomas caninos, em estudo comparativo com o marcador CD79a. 

Neste estudo, a marcação nuclear de Pax5 foi de moderada a forte em 70 a 

95% das células linfoides, não sendo observada marcação citoplasmática ou 

de membrana (WILLMANN et al., 2009).  
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A Pax5 é um membro da família dos fatores de transcrição. Nas células 

hematopoiéticas, a expressão do Pax5 é específica das células da linhagem B. 

Esta expressa em estágios iniciais do desenvolvimento das células B e 

permanece ativa nos estágios tardios do desenvolvimento das células B, mas 

esta ausente em nos estágios finais de diferenciação de células plasmocitoides 

(FOSS et al., 1999; HORCHER et al., 2001).  

Estudos em humanos revelam claramente que a expressão de Pax5 é 

restrita aos linfomas de células B (KRENACS et al., 1998). As células 

neoplásicas revelam marcação positiva nuclear com intensidade variando de 

moderada a forte em mais de 70% das células malignas em todos os casos 

avaliados (HERBECK et al., 2011).  

Nos cães, as células dos linfomas B mostraram marcação nuclear 

consistente, acima do obtido com CD79a, constatando que o Pax5 serve como 

um marcador adicional de células B para os linfomas não-Hodgkin caninos, que 

permanecem não classificados por outros métodos imunoistoquímicos 

(WILLMANN et al., 2009).  

 
2.3 Relevância da determinação da Proliferação Celular, da 

Apoptose e da Expressão de p53 
 

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).  

A proliferação celular relacionada com as neoplasias tem sido 

amplamente estudada por mostrar uma boa correlação com o comportamento 

biológico destes tumores e fornecer informações que orientem o tratamento e o 

prognóstico (ROELS et al., 1999). 

Métodos imunoistoquímicos são empregados para detecção de 

proteínas associadas à proliferação celular, tanto nas neoplasias humanas, 

como na medicina veterinária (ALVES et al., 1999, KELLER et al., 2007). Um 

dos marcadores mais utilizados é o antígeno Ki-67 (MIB-1) (FOURNEL-

FLEURY et al., 1997a). O antígeno Ki-67 é uma grande proteína do 345 Kd que 

está presente em todas as fases do ciclo celular, apresentando um nível 
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máximo durante a mitose. Devido a sua meia-vida curta, cerca de 1 hora, 

raramente é detectável nas células no G0 (ZACCHETTI et al., 2003). 

Na espécie canina, a quantificação do antígeno Ki-67 pode resultar em 

um aumento na acurácia das classificações dos linfomas caninos. Uma 

correlação positiva foi observada entre a proporção de células positivamente 

marcadas pelo Ki-67 e a morfologia celular, o imunofenótipo e o grau de 

malignidade (FOURNEL-FLEURY et al., 1997b).  

A taxa de células neoplásicas que estão em proliferação nos linfomas 

não-Hodgkin está relacionada com os diferentes tipos morfológicos e com o 

grau de malignidade. Geralmente, os tumores de alto grau possuem um índice 

de proliferação celular maior do que os de grau baixo (COMAZZI et al., 2013, 

FOURNEL-FLEURY et al., 1997b). Fato este constatado por Suzano et al., 

(2008), que evidenciou em neoplasias de alto grau de malignidade uma média 

de células marcadas pelo Ki-67 de 43,19% e nas neoplasias de baixo grau de 

14,09%.  

Ademais Sokolowska et al. (2012), constataram que a maioria dos 

linfomas apresentava alta atividade de proliferação (39 de 45). D estes, 27 

casos tinham de 50-70% de células positivas para Ki-67; a alta expressão de 

ki-67 (>70% de células positivas para ki-67) foi vista com menos frequência em 

apenas 12 casos. A expressão moderada (20-50% de células) foi observada 

em cinco casos e apenas um caso teve menos de 20% de células positivas. 

Em humanos, este marcador apresenta uma alta heterogeneidade, o 

que resulta em dados conflitantes sobre seu valor prognóstico nos linfomas 

(COMAZZI et al., 2013). 

O crescimento tumoral é determinado por três fatores principais, sendo 

um deles o número de células perdidas. Assim, além dos marcadores de 

proliferação celular, outro índice muito importante relacionado com o 

comportamento biológico das neoplasias é a apoptose (PHILLIPS et al., 2000).  

Um dos métodos de quantificar a frequência de células tumorais que 

estão em apoptose é avaliar a expressão de algumas enzimas relacionadas 

diretamente com o evento da apoptose, as chamadas caspases (SUZANO, 

2007). As caspases estão presentes no citoplasma da maioria das células, nas 

formas inativas como uma cadeia única de polipeptídeos e são ativadas 
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quando esta cadeia é quebrada, o que leva a apoptose (ROBERT e 

FRIEDLANDER, 2003).  

A caspase-3 está relacionada com a apoptose em muitos distúrbios 

hematopoiéticos na espécie humana, inclusive nas leucemias e nos linfomas. 

Alguns estudos sugerem que, tanto o nível da sua expressão como a sua forma 

de marcação intracitoplasmática tem relação com a progressão tumoral.  

Um estudo relatou que os linfomas de alto grau de malignidade 

apresentam uma expressão maior de caspase-3 que as neoplasias de baixo 

grau (DUKERS et al., 2002). Na espécie humana, os linfomas de alto grau que 

possuem positividade para caspase-3 respondem melhor ao tratamento. 

(DONOGHUE et al., 1999). São raros os estudos da expressão da caspase-3 

nas neoplasias caninas. Suzano (2007), concluiu que o índice apoptótico pode 

ser avaliado pela expressão da caspase-3, e que o mesmo mostra grande 

variação, não havendo diferenças entre os graus e imunofenótipos das 

neoplasias.  
Outro marcador imunoistoquímico relacionado com a apoptose é a 

marcação da proteína p53 mutante nas células neoplásicas (ALVES et al., 

1999).  

A proteína p53 selvagem está localizada no núcleo da célula e se liga a 

sequências específicas de DNA. Após o dano no DNA e outras lesões 

celulares, a p53 desempenha um papel importante na reparação do DNA e a 

transcrição celular. As células que têm mutação no p53 são resistentes a 

antineoplásicos padrões que induzem danos no DNA, como a quimioterapia e 

radioterapia (LOWE et al., 1993). 

As mutações neste gene são as lesões gênicas mais frequentes nas 

neoplasias da espécie humana e canina (SOKOLOWSKA et al., 2005). As 

mutações do gene p53 estão associadas com diversas neoplasias linfoides e 

não linfoides, como osteossarcoma e vários carcinomas (GAMBLIN et al., 

1997).  

A expressão da proteína p53 mutante pode ser um importante fator 

prognóstico, como moduladora da resposta neoplásica à quimioterapia ou à 

radioterapia nos casos de linfoma não-Hodgkin em humanos (SOKOLOWSKA 

et al., 2005).  
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Em humanos, há relatos de que a expressão da proteína p53 alterada é 

superior a 30% nos linfomas de alto grau de malignidade de origem B 

(INAMURA et al., 1994). Na medicina veterinária, Sueiro et al., (2004), 

afirmaram que 60% dos casos de linfomas estudados em cães foram positivos 

para a expressão do p53, contudo, não foi observada correlação deste achado 

com os imunofenótipos e os graus de malignidade das neoplasias. Já Suzano 

(2007), constatou que a expressão do p53 nos linfomas caninos não é rara, 

não havendo diferenças entre os graus e imunofenótipos das neoplasias. 

Contudo, Sokolowska et al., (2005), relataram diferenças significativas na 

expressão do p53 em linfomas de células B e de células T.  

Ademais, Dhaliwal et al., (2013), não mostraram qualquer associação 

entre o grau histológico e a expressão do p53. Um estudo recente realizou uma 

análise quantitativa em cães com linfoma, no qual os animais foram divididos 

em dois grupos, o primeiro sensível a quimioterapia e o segundo resistente a 

quimioterapia. Neste estudo, foram comparados os níveis de expressão e a 

frequência da mutação do gene p53, porém não houve diferença significativa 

na frequência da mutação do gene p53 entre os grupos (TOMIYASU et al., 

2010).  

Assim, na medicina veterinária, o papel desempenhado pelo p53 nas 

diferentes neoplasias é controverso, sendo escassos os estudos que 

apresentam este tipo de abordagem e ainda menos definido nos linfomas 

caninos.  

 

2.4 Microarranjo em tecido (TMA- Tissue microarray technique) 
 
Ao longo da última década, a técnica de microarranjo em tecido (TMA) 

tem se tornado um método utilizado para avaliar a associação entre os 

biomarcadores e os achados clinicopatológicos dos tumores, recuperação do 

paciente e resposta ao tratamento (ECKEL-PASSOW et al., 2010).  

O TMA consiste em um arranjo de amostras para estudo morfológico e 

imunoistoquímico que foi introduzida por Kononen et al. (1998), sendo, a 

seguir, aprimorada e difundida por Bubendorf (2001). Esta técnica facilita a 

avaliação de um grande número de amostras de um tumor em condições 

idênticas, além de economizar reagentes, amostras teciduais e tempo, o que 
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melhora muito a eficiência e reduz os custos (MILANES-YEARSLEY et al., 

2002).  

Uma grande desvantagem do TMA é a quantidade limitada do tecido 

analisado, que pode comprometer a representatividade da amostra. 

Experimentos de validação, realizados em amostras de tumores humanos tem 

demonstrado graus variáveis de concordância entre o TMA e o corte inteiro 

Esta variação deve-se a fatores como a avaliação de diferentes tipos de 

tumores e marcadores, a distribuição não uniforme de um determinado 

marcador em um determinado tipo de tumor (heterogeneidade do tumor), o 

método de pontuação aplicada, as diferenças na abordagem estatística e o 

número de biópsias tomadas para cada tumor (ZU et al., 2005). 

Embora o TMA seja amplamente utilizado na Medicina Humana, ainda 

não existe consenso sobre quantas biopsias devem ser utilizadas para 

determinação de um valor confiável para uma percentagem positiva 

(GOETHALS et al., 2006). Além disso, pouca atenção é dada ao tamanho da 

biopsia. A maioria dos estudos utiliza um diâmetro padrão de 0,6 mm, e poucos 

dados estão disponíveis sobre o uso de cores maiores e a concordância entre 

todo corte e o TMA (KELLER et al., 2007).  

Segundo Eckel-Passow et al., (2010), a TMA pode não ser apropriada 

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

necessária a comparação entre a avaliação de todo o corte e o TMA.  

Keller et al., (2007) avaliaram a acurácia do TMA nos linfomas caninos 

em uma abordagem artificial, comparando os cores de 0,6 e 1,2 mm para os 

marcadores Ki-67 e caspase-3. O modelo constatou que o core de 1,2 mm 

proporciona um maior grau de precisão, pois possibilita a leitura de quatro 

campos, enquanto o core de 0,6 mm permite a avaliação de apenas um campo, 

esta acurácia é resultado de uma maior área amostrada. Em contrapartida, 

quando um número de campos igual é analisado, o core de 0,6 mm é superior 

ao core de 1,2 mm, isto ocorre porque os campos dos cores de 0,6 mm estão 

espalhados por uma área maior do espécime do que os cores de 1,2 mm.  

Sendo assim, o autor concluiu que na maioria das situações onde será 

necessária a contagem de células é mais conveniente a utilizado de cores de 

0,6 mm do que cores de 1,2 mm (KELLER et al., 2007). 
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Nesse estudo, uma similaridade inesperada e surpreendente foi 

observada entre as previsões calculadas para os dois antígenos examinados, 

especialmente considerando sua escala e distribuição dos valores percentuais 

positivos desiguais. Esta semelhança pode ser apenas uma coincidência, mas 

sugere que o grau de precisão só é parcialmente dependente do marcador 

analisados (KELLER et al., 2007). 

Os autores concluíram ainda que a escolha de quatro áreas de 0,6 mm e 

duas de 1,2 mm representam de forma adequada às secções inteiras sem 

aumentar o tempo e o esforço (KELLER et al., 2007). 

 

2.5 Classificações histológicas dos linfomas caninos 
 
Os linfomas não-Hodgkin no homem apresentam inúmeras 

características em comum com os linfomas dos cães, particularmente em 

relação à epidemiologia, etiologia, clínica, morfologia e imunofenótipo. Graças 

a essas semelhanças, os esquemas para classificações morfológicas 

propostas para o homem são utilizados com sucesso por diversos autores para 

diagnosticar os linfomas da espécie canina (TESKE, 1994). Portanto, na 

abordagem do linfoma canino e da evolução destes sistemas ou tipos de 

classificação empregados, torna-se necessário traçar um paralelo com o 

desenvolvimento das classificações dos linfomas humanos. 

Desde a proposta inicial de um sistema de classificação morfológica e 

clínica para os linfomas humanos, descrita por Gall e Mallory (1942), até a mais 

recente proposta pela WHO (JAFFE et al., 2001), a evolução dos sistemas de 

classificação tem acompanhado e incorporado os avanços científicos obtidos 

em diversas áreas do conhecimento.  

Na América do Norte, após os esforços iniciais na década de 40, foi 

introduzida a classificação de Rappaport que incorporava o conceito da 

arquitetura folicular ou nodular e sua relação com o prognóstico favorável 

(RAPPAPORT et al., 1956). A classificação de Rappaport, nome pelo qual ficou 

conhecida, obteve uma grande aceitação na América, onde 40% dos linfomas 

adultos eram foliculares e, portanto adquiria importância clínica. Apesar disso, 

muitos consideram hoje que esta classificação tenha sido um passo atrás em 

termos de evolução na compreensão e classificação destes tumores.  O 
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sistema de classificação de Rappaport foi incorporado no capítulo referente a 

neoplasias linfoides que consta da primeira Classificação dos Tumores dos 

Animais Domésticos da Organização Mundial da Saúde. Vários autores 

utilizaram esta classificação em linfomas caninos (HOMBERG et al., 1976; 

WELLER et al., 1980; APPELBAUM et al., 1984; GREENLEE et al., 1990), 

inclusive no Brasil (SEQUEIRA e FRANCO, 1992).  

Embora ocorra certa discrepância quanto à frequência de cada um dos 

tipos, nas diversas casuísticas predominaram os tipos difusos de células 

grandes (histiocítico e indiferenciado), sendo o arranjo folicular pouco comum, 

assim não se pode inferir se este realmente possui valor prognóstico para os 

cães. 

Com o aumento do conhecimento dos aspectos imunológicos dos 

linfomas, e um melhor entendimento da maturação e diferenciação das células 

linfoides, foram desenvolvidos, quase que simultaneamente, os sistemas de 

classificação de Lukes-Collins na América do Norte (LUKES e COLLINS, 1974) 

e a classificação de Kiel na Europa (GERARD-MARCHANT et al., 1974). 

Ambas categorizam as células segundo a sua origem T ou B (DEHNER, 1995). 

 A classificação de Kiel estabelece que as neoplasias linfoides são as 

contrapartidas malignas das células benignas em seus vários estágios de 

diferenciação e recebem suas denominações de acordo com estas 

características (VALLI, 2007) e, além disso, categoriza as neoplasias em grau 

alto ou baixo (VAIL e YOUNG, 2007). Portanto, a classificação incorporava o 

imunofenótipo e propunha que o tipo citológico determinava a progressão 

clínica. Não era considerado o padrão arquitetural folicular ou difuso.  

Os “citos” (exemplo: linfocítico, centrocítico) ou “citóides” (exemplo: 

plasmocitóide) estavam incluídos nos linfomas de baixo grau; enquanto que os 

“blastos” (exemplo: centroblasto, imunoblasto, linfoblasto) incluíam-se entre os 

linfomas de alto grau, mais agressivos. Os linfomas de baixo grau eram 

constituídos por células de tamanho pequeno ou com predomínio destas em 

uma população que pode incluir algumas células blásticas. Por outro lado, os 

linfomas de alto grau são constituídos por células grandes. No entanto, as 

principais limitações da classificação de Kiel são as dificuldades no diagnóstico 

citológico dos vários subtipos (LANDGREN et al., 2004). 
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O período que se seguiu, permitiu o surgimento de inúmeros sistemas 

de classificações, além das já existentes, o que tornou a comunicação entre 

patologistas, e também entre os oncologistas, extremamente difícil (DEHNER, 

1995). Por isso, foi proposta pela American National Cancer Institute em 1982 a 

Working Formulation for Clinical Usage (WF), com o intuito de unificar a 

terminologia e estabelecer uma relação com a biologia do tumor.  

A WF classificava as neoplasias em foliculares ou difusas, dividindo-as 

em três níveis relacionados à sobrevida do paciente, porém, sem considerar a 

origem B ou T das células (NTI, 1982). Posteriormente, em 1994, foi proposta 

pelo International Lymphoma Study Group, a Revised European-American 

Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL). Esta, mais abrangente, leva em 

conta as características imunológicas, as alterações genéticas e as 

características clínicas. Seu objetivo era um sistema que não apresentasse 

diferenças entre os países ou regiões (HARRIS et al., 1994). Esta abordagem 

foi posteriormente adotada, com pequenas modificações, pela World Health 

Organization (WHO) e introduzida como WHO Classification of Tumors of the 

Hematopoietic and Lymphoid Tissues em 2001 e 2008 (GOOD e GASCOYNE, 

2008).  

A classificação REAL-WHO mantém a morfologia como critério básico, 

porém, estabelece que cada entidade listada é considerada como uma doença 

específica, sendo, portanto, abordada desta forma (VALLI, 2007). 

Nas diferentes classificações propostas para o linfoma não-Hodgkin em 

humanos, considera-se o padrão de crescimento (folicular ou difuso), a 

constituição celular (células pequenas ou grandes, clivadas ou não clivadas, 

diferenciação plasmocitária) e grau de malignidade (baixo, médio ou alto) 

(FOURNEL-FLEURY et al., 2002).  

As classificações utilizadas no estudo dos linfomas caninos têm seguido 

os esquemas daquelas propostas para os linfomas humanos (PONCE et al., 

2010). A evolução destas últimas tem sido acompanhada pelos 

hematopatologistas veterinários, que as utilizaram e utilizam considerando seus 

critérios originais ou adaptando-as aos cães. Assim o emprego das 

classificações de Rappaport, Kiel, Lukes-Collins, Working Formulation, REAL e 

WHO são relatados em diversos trabalhos antigos e recentes (GREENLEE et 
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al., 1990; FOURNEL-FLEURY et al., 1997a; SUEIRO et al., 2004; PONCE et 

al., 2010; VALLI et al., 2011). 

Em 2002, foi publicada a Histological Classification of Hematopoietic 

Tumors of Domestic Animals, que se baseia na classificação da WHO para os 

linfomas humanos. Nesta classificação os linfomas dos animais, inclusive de 

cães, são subdivididos por imunofenótipos e graus, com a intenção de que haja 

correspondência entre os tipos descritos, o comportamento biológico e a 

resposta à terapia, assim como é observado nos tumores humanos (VALLI et 

al., 2002).  

A classificação da WHO lista mais de 30 subtipos, e muitos deles se 

assemelham aos subtipos humanos. No entanto, embora histotipos específicos 

foram descritos, o reconhecimento de entidades patológicas específicas com 

base em uma combinação de morfologia, imunofenotipagem, genética, 

molecular, e as características clínicas ainda não está estabelecida em 

oncologia veterinária (COMAZZI et al., 2013). 

Segundo Sueiro et al., (2004), a utilização da Histological Classification 

of Hematopoietic Tumors of Domestic Animals da WHO, pode facilitar a 

comunicação entre os patologistas humanos e veterinários, tanto para 

propósitos de diagnóstico como de pesquisa. Entretanto, o valor prognóstico 

desta classificação ainda não foi validado por estudos clínicos e não há 

consenso entre os laboratórios de patologia veterinária quanto à sua adoção 

(DOBSON et al., 2001).  

Um estudo comparativo recente testou a aplicação do sistema 

Histological Classification of Hematopoietic Tumors of Domestic Animals da 

WHO para a classificação de linfomas por veterinários experientes, mas não 

hematopatologistas (Tabela 3). A taxa de consenso entre os patologistas foi de 

83%, concluindo-se que, mesmo os não especialistas, podem alcançar um alto 

grau de acurácia na aplicação desta classificação (VALLI et al., 2011). Todavia, 

ainda são poucos os estudos que correlacionam as classificações existentes. 

Desta forma, a classificação proposta pela WHO permanece pouco utilizada, 

tanto na rotina de diagnóstico quanto em pesquisas sobre o linfoma canino.  

Por outro lado, um estudo recente realizado em 608 casos de linfoma 

em cães, comparou a classificação de Kiel atualizada (Tabela 4) e a 

classificação da REAL-WHO humana. Foi observado que a maioria das 
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entidades clínico-morfológicas, inicialmente caracterizadas pela classificação 

de Kiel, apresentam uma similaridade com as relatadas pelo sistema de 

classificação da WHO. No entanto, a comparação direta entre as duas 

classificações parece ainda difícil, devido à necessidade de se ampliar as 

informações sobre os dados clínicos e a resposta celular ao tratamento. 

(PONCE et al., 2010). 

Desta forma, observa-se que não existe consenso entre os 

pesquisadores sobre qual o sistema de classificação é mais aplicável aos 

linfomas caninos, tornando-se necessária ainda a consideração das 

classificações de Kiel atualizada e do sistema da WHO proposto para os 

animais domésticos como parâmetros para avaliação dessas neoplasias. 
 

Quadro 1: Neoplasias linfoides de acordo com a Classificação da WHO 

conforme VALLI et al. (2011). 

Células B 
Neoplasia de células B precursora 

Linfoma/Leucemia linfoblástico B 

Neoplasia de células B madura (periférica) 

Prolinfocítica/Leucemia linfocítica crônica de células B 

Linfoma/Leucemia linfocítica pequena 

Linfoma linfoplasmocítico 

Linfoma esplênico B de zona marginal 

Plasmocitoma/Mieloma  

Linfoma B de zona marginal extranodal do tecido linfoide associado à mucosa 

Linfoma de zona marginal nodal 

Linfoma folicular 

Linfoma de células do manto 

Linfoma B difuso de grandes células 

Linfoma B mediastinal 

Linfoma de Burkitt/Leucemia de Burkitt 

Linfoma de células B alto grau 

Linfoma tipo Burkitt 

Linfoma efusivo primário 
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Células T ou Neoplasia de células Natural killer 
Neoplasia de células T precursora 

Linfoblástico T precursor 

     Linfoma/Leucemia 

Neoplasia de células natural killer e células T madura (periférica) 

Leucemia prolinfocítica de células T 

Leucemia linfocítica granular grande  

     Leucemia de células natural killer agressiva 

     Linfoma de células T periférico, inespecífico 

     Linfoma/Leucemia de células T adulta 

     Linfoma de células T intestinal  

Linfoma de células T hepatoesplênico 

Linfoma de células T tipo paniculite subcutâneo 

Síndrome de Sezary/Micose fungoide 

Linfoma de grandes células anaplásico, tipo primário cutâneo T ou nulo 

Linfoma de células T periféricas, inespecífico 

Linfoma de células T angioimunoblástico 

Linfoma de células T anigiocêntrico 
 

Quadro 2: Classificação de Kiel atualizada, nos tipos mais frequentes de 

linfoma conforme PONCE et al. (2010). 

Classificação de Linfoma (Kiel atualizada) 

Células B 
Baixo grau de malignidade 

Linfoma B de células pequenas 

Linfoma linfocítico 

Linfoma prolinfocítico 

Linfoma linfoplasmocítico 

Linfoma de zona marginal 

Linfoma centroblasto-centrocítico 

Alto grau de malignidade 
Centroblástico monomórfico 

Subtipo folicular 
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Subtipo difuso 

Centroblástico polimórfico 

Imunoblástico 

Anaplásico/Mediastinal 

Tipo Burkitt 

Plasmocitoide 

Células pequenas não específico 

Células T 
Linfoma de células T precursor: linfoblástico 

Linfoma de células T madura 

Baixo grau de malignidade 
Prolinfocítico 

Pleomórfico de células pequenas 

Zona T 

Alto grau de malignidade 
Pleomórfico misto 

Pleomórfico de grandes células 

Imunoblástico 

Plasmocitoide 

Agressivo de célula granular 

Não específico 
Linfoma cutâneo 

Cutâneo de células T, baixo grau 

Cutâneo de células T, alto grau 

Neoplasia de células nulas 

 

Trabalhos revelaram que o linfoma difuso de células B é subtipo mais 

comum, seguido pelo linfoma de zona marginal, linfoma de células T 

periféricas, linfoma de zona T e linfoma de células T linfoblástico (FRANTZ et 

al., 2012; PONCE et al. 2010; VALLI et al., 2011). 
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3 OBJETIVOS 

 

� Aplicar os critérios da Histological Classification of Hematopoietic 

Tumors of Domestic Animals (WHO) aos linfomas caninos e compara-los aos 

critérios da classificação de Kiel atualizada.  

� Testar em ambas as classificações à avaliação da expressão 

imunoistoquímica de marcadores biológicos do câncer (Ki-67, Caspase-3 e 

p53) pelo método de tissue microarray (TMA) e pelo método convencional, 

comparando os resultados.  

� Testar a eficiência do PAX5 BSAP (B cell specific activator protein) 

como marcador de linfomas B em cães, comparando-o com o marcador 

CD79a.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Regulamentação do estudo  
 
Este estudo está de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação Animal e foi 

aprovado pela Comissão de Ética e experimentação animal da FMVZ/UNESP/Botucatu/SP, 

São Paulo, sob protocolo número 55/2012.  

 

4.2 Procedência do material 
 
Foram selecionados casos de linfoma no Serviço de Patologia 

Veterinária da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia – UNESP, 

Botucatu, provenientes do arquivo de tecidos parafinados dos casos 

diagnosticados no período de 2004 a 2013. As amostras recebidas durante o 

desenvolvimento do projeto (2011 a 2013) foram fixadas em solução de 

formaldeído tamponada a 10%, em temperatura ambiente por 48 horas e 

rotineiramente processadas e incluídas em parafina segundo protocolo padrão 

adotado pelo serviço.  

Foram levantados dados a partir dos prontuários dos animais como raça, 

sexo, idade, classificação anatômica e o estadiamento clínico. A classificação 

anatômica foi determinada segundo JACOBS et al., (2002) (Tabela 11) e o 

estadiamento clínico de acordo com o modelo proposto pela WHO (Tabela 12) 

(WHO; TNM Classification of Tumours in Domestic Animals, Geneva, 1980).  

Após a seleção dos casos, as lâminas foram selecionadas a partir do 

arquivo de lâminas do Serviço de Patologia Veterinária da FMVZ, e analisadas 

para a confirmação do diagnóstico de linfoma. Sendo selecionados 46 casos. 

 

4.3 Estadiamento clínico e classificação anatômica dos Linfomas 
 
O estadiamento clínico e a classificação anatômica foram realizados 

conforme protocolo estabelecido pela World Health Organization (WHO; TNM 

Classification os tumors in domestic animals, Geneva, 1980 e conforme Jacobs 

et al., 2002). 
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4. 4 Exame histopatológico  
 
Com o objetivo de classificar as lesões, foram realizados novos cortes 

histológicos com três micrômetros (µm) de espessura, em micrótomo 

automático (Leica 2155), colocados em estufa para desparafinizar e, 

posteriormente, corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE). Cortes do 

mesmo material foram submetidos à técnica de imunoistoquímica. 

 
4.5 Aplicação das Classificações dos Linfomas Não-Hodgkin nos 

Linfomas Caninos 
 
Para cada caso, utilizou-se a classificação histopatológica de acordo 

com os critérios propostos pela WHO (VALLI et al., 2002) e também segundo a 

classificação de Kiel (LENNERT & FELLER, 1992). 

 
4.6 Utilização da Imunoistoquímica 

 

4.6.1 Imunofenotipagem dos Linfomas: 
  
A imunofenotipagem dos linfomas foi realizada a partir da padronização 

em amostras de tonsila normal e de linfoma caninos. Os cortes histológicos 

foram desparafinizados com xilol e reidratados em álcool etílico em 

concentrações decrescentes e, posterior lavagem em água destilada.  

A recuperação antigênica foi realizada com tampão citrato pH 6,0, em 

câmara microprocessada de pressão Pascal (DAKO, EUA), durante 30 

segundos a 125°C. Em seguida, as lâminas foram resfriadas por 20 minutos a 

temperatura ambiente e lavadas em água corrente.  

Na sequência as lâminas foram incubadas em quatro banhos de 

peróxido de hidrogênio 3% (10V) durante 5 minutos cada, para o bloqueio da 

peroxidase endógena, e então lavadas em água corrente por 5 minutos. Os 

cortes foram submetidos ao bloqueio de proteínas inespecíficas, realizado com 

o kit Novolink, durante 20 minutos a 37°C. 
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As lâminas foram incubadas com o anticorpo primário (Tabela 13) em 

câmara úmida, por 18 horas a 4ºC, após esse período foram lavadas em 

solução tampão de TRIS pH 7,4 (D5637 – Sigma Chemical CO), três vezes 

durantes cinco minutos e incubadas com o anticorpo pós-primário do kit 

Novolink, por 30 minutos, em câmara úmida, a 37°, seguido de lavagem com 

solução tampão de TRIS (D5637 – Sigma Chemical CO), três vezes durantes 

cinco minutos. 

A detecção do sinal foi realizada com o polímero do kit Novolink, durante 

30 minutos, em câmara úmida, a 37°, seguido de lavagem com TRIS três vezes 

por cinco minutos cada.  

Para amplificação do sinal, as lâminas foram tratadas com solução de 

3,3‘ diaminobenzidina (DAB) do kit Novolink (Novocastra Laboratories, 

Newcastle, Inglaterra). Os cortes foram corados com hematoxilina de Harrys e 

desidratados em concentrações crescentes de álcool e xilol. Em seguida, as 

lâminas foram montadas com resina e lamínula. 

Foram utilizados os seguintes anticorpos primários: 

� Anti-CD3 (Dako): Anticorpo policlonal humano que reconhece uma 

molécula (antígeno C3) ligada ao receptor das células T. 

� Anti-CD79a (Dako): Anticorpo monoclonal humano que reconhece um 

polipeptídeo que faz parte do complexo receptor de antígeno dos linfócitos B. 

� Anti-PAX5 (BDBiosciences): Anticorpo monoclonal humano que 

reconhece uma proteína ativadora específica de células B. 

 

4.6.2 Avaliação Imunoistoquímica dos índices de proliferação 
celular, de apoptose e a expressão do p-53 

 
Foram utilizados como marcadores de proliferação e apoptose os 

seguintes anticorpos primários: 

� Ki-67 (MIB-1): o antígeno Ki-67 é uma proteína nuclear presente 

durante todas as fases ativas do ciclo celular, mas ausentes nas células em 

repouso (Go). 
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� p53 (DO7): a mutação resulta em maior expressão da proteína no 

núcleo celular e esse aumento pode ser detectado por meio da 

imunoistoquímica. 

� Caspase 3 (Cell Signiling): uma das proteínas envolvidas no inicio da 

apoptose, responsável pelos eventos proteolíticos. A ativação da caspase-3 

indica que a célula entrou em apoptose. 
 

Diluição dos anticorpos utilizados: 

Cada anticorpo foi diluído em diluente de anticorpo (DAKO, EUA). As 

diluições estão representadas na tabela 3: 

 

Tabela 3: Diluições para os anticorpos anti-CD3, anti-CD79a, anti-PAX5, anti-

Ki-67 (MIB-1), anti-Caspase-3 e anti-p53. 

Anticorpos Diluição estabelecida 

Anti CD-3, policlonal (Dako) 1:500 

Anti CD79a, monoclonal (Dako)  1:300 

Anti PAX5, monoclonal 

(BDBiosciences) 

  1:1000 

Anti-Ki-67 (MIB-1), monoclonal (Dako) 1:50 

Anti-Caspase-3, policlonal (Cell 

Signiling) 

1:200 

Anti-p-53, monoclonal (Novocastra) 1:50 

 
Para os anticorpos anti-Ki-67 e anti-caspase-3, a reação 

imunoistoquímica foi estimada conforme a marcação positiva. Foi realizada a 

contagem de todas as células presentes em cinco campos aleatórios em 

objetiva de 40x do microscópio óptico. Nestes mesmos campos aleatórios 

foram também contadas as células positivas para cada anticorpo. 

 

As marcações do p53 foram consideradas positivas quando houve 

marcação em mais do que 10% das células neoplásicas (SUEIRO et al., 2004). 
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4.7 Microarranjo de tecido (TMA) 
 
A partir dos cortes corados com HE, as áreas de interesse para o estudo 

imunoistoquímico das amostras foram marcadas nas lâminas e identificadas 

nos blocos doadores. A TMA foi confeccionada no Serviço de Patologia e 

Medicina Legal Veterinária da Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho” (UNESP). As áreas identificadas nos blocos doadores foram 

retiradas e transferidas para dois blocos receptores. 

Para cada caso foram retirados três cilindros de 1,0mm de diâmetro e 

1,5 mm de diâmetro de áreas distintas do tumor. Em cada bloco receptor foram 

incluídas também amostras de linfonodo normal como controle e uma amostra 

de tecido placentário normal para orientação do bloco (KELLER et al., 2007).  

Para a construção dos TMAs foi utilizado uma estação de trabalho TMA 

(TMA builder, Histopathology Inc., Hungary). Após a construção, cortes de 3 

µm serão obtidos e aderidos as lâminas histológicas carregadas positivamente 

(Positive charged adhesion slides, Amitel®, Brasil), parafinizadas e 

armazenadas a -20 °C até sua utilização nas reações imunoistoquímicas. Um 

corte do início e do final do bloco receptor será corado em HE e revisado para 

confirmar a presença de áreas morfológicas representativas das lesões 

originais.  

As amostras contidas nas lâminas de TMA foram submetidas à reação 

imunoistoquímica seguindo o protocolo padronizado no Laboratório de 

Patologia do Serviço de Patologia da FMVZ/UNESP/Botucatu/SP, utilizando-se 

os anticorpos anti-ki67, anti-caspase3 e anti-p53. 

Para os anticorpos anti-Ki-67 e anti-caspase-3, a reação 

imunoistoquímica foi estimada conforme a marcação positiva. Foi realizada a 

contagem de todas as células presentes em quatro campos em objetiva de 40x 

do microscópio óptico, devido o tamanho do core. Nestes mesmos campos 

foram também contadas as células positivas para cada anticorpo. 

 

As marcações do p53 foram consideradas positivas quando houve 

marcação em mais do que 10% das células neoplásicas (SUEIRO, et al., 

2004). 
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4.8 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. 

 

4.9 Análise estatística 

Empregou-se o teste de Lilliefors para o marcador anti-ki67 e anti-

caspase3; o teste exato de Fisher para os marcadores anti-CD3, anti-CD79a, 

anti-PAX5 e anti-p53; o teste de Mann-Whitney para o marcador anti-

caspase3; o teste t student para anti-ki67. Para a avaliação do TMA foi 

utilizado o teste kappa com pesos. Para todos os testes as diferenças serão 

consideradas estatisticamente significativas quando os valores de P forem 

inferiores a 0,05.  
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5. RESULTADOS  
 

Durante o levantamento da pesquisa, foram selecionados no total 94 

casos diagnosticados como linfoma no período de 2004 a 2013. Entretanto, 25 

casos apresentavam material insuficiente para a realização do protocolo 

proposto, alguns blocos estavam bastante desgastados e/ou não 

apresentavam profundidade para que fosse realizado o corte inteiro, além da 

confecção do TMA, sendo assim excluídos da pesquisa. Ainda, três casos 

foram excluídos, pois ao serem revisados foi concluído que não se tratavam de 

linfomas e sim de outras alterações neoplásicas. Por fim, dois casos foram 

excluídos devido à ausência de informações que permitissem a realização do 

estadiamento. Sendo assim, foram somados 62 casos. Dos 62 casos, 16 foram 

excluídos por não apresentarem marcação para o anticorpo anti-ki67, 

impossibilitando a avaliação da proliferação celular. Por fim, totalizando 46 

casos de linfoma canino. 
 

5.1 Dados clínicos dos animais 
 
Foram utilizados 46 animais no presente estudo, destes, 12 animais 

eram sem raça definida (SRD), sete animais eram da raça Boxer, cinco da 

raça Rottweiller, quatro da raça Pastor Alemão, três da raça Labrador e três 

da raça Basset. Os outros 11 animais pertenciam a outras raças (Tabela 4 e 

Figura 1). 

 

Tabela 4: Distribuição racial dos 46 cães com linfoma. 

RAÇAS N° DE CASOS % 

SRD 12 26 

Outros 12 26 

Boxer 7 15 

Rottweiller 5 11 

Pastor Alemão 4 9 

Labrador 3 6,5 

Basset 3 6,5 

TOTAL 46 100 
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Figura 1: Distribuição por raça dos 46 cães com linfoma. 

 

Quanto ao sexo dos animais, 25 eram machos e 21 eram fêmeas 

(Tabela 5 e Figura 2). A idade dos animais variou de um a 14 anos, sendo 

que 48% dos animais tinham idade entre quatro a sete anos, 37% idade 

acima de oito anos e 15% tinham entre um a três anos (Tabela 6 e Figura 3). 

 
Tabela 5: Distribuição por sexo dos 46 cães com linfoma. 

SEXO N°DE CASOS % 

Machos 25 54 

Fêmea 21 46 

TOTAL 46 100 
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Figura 2: Distribuição dos cães com linfoma em relação ao sexo. 
 
Tabela 6: Idade, número de casos e percentual dos 46 cães com linfoma. 

IDADE N° DE CASOS % 

1 a 3 anos 7 15 

4 a 7 anos 22 48 

Acima de 8 anos 17 37 

TOTAL 46 100 
 

 

 

Figura 3: Idade dos cães com linfoma canino. 
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Os dados clínicos foram obtidos dos prontuários dos animais e utilizados 

para estabelecer estadiamento clínico. 

O estadiamento e a classificação anatômica foram realizados em todos 

os animais, sendo que 27 animais estavam no estádio V (59%), 11 no estádio 

IV (24%) e oito no estádio III (17%) (Tabela 7). 

 
Tabela 7: Estadiamento clínico dos cães com linfoma conforme os padrões 

propostos pela Organização Mundial de Saúde (OWEN, 1980; GRAY et al., 

1984). 

ESTADIAMENTO 
CLÍNICO 

N° DE CASOS % 

Estádio III 8 17 

Estádio IV 11 24 

Estádio V 27 59 

TOTAL 46 100 

 

Com relação à classificação anatômica, 38 animais (83%) apresentaram 

a forma multicêntrica com comprometimento de vários órgãos, incluindo 

linfoadenopatia localizada ou generalizada, hepatomegalia e esplenomegalia. 

O acometimento do mediastino foi observado em três animais (6,5%), 

apresentando a forma tímica, com comprometimento do timo e linfonodos 

mediastínicos. Três animais (6,5%) foram classificados na forma solitária com 

comprometimento de apenas um órgão, como rim e baço. E, por fim, um animal 

(2%) foi classificado na forma digestiva e na forma cutânea (Tabela 8). 

 
Tabela 8: Classificação anatômica dos 46 animais com linfoma canino. 

CLASSIFICAÇÃO 
ANATÔMICA 

N° DE CASOS % 

Multicêntrico 38 83 

Tímica 3 6,5 

Solitária 3 6,5 

Digestiva 1 2 
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Cutânea 1 2 

TOTAL 46 100 

 

5.2 Imunofenotipagem 
 

 Dos 46 casos de linfoma deste estudo, 28 eram linfomas T (Figura 10) 

e 18 linfomas B (Tabela 9), totalizando 60,9% e 39,1%, respectivamente. 

 Quanto à marcação dos linfomas B, o anticorpo anti-CD79a 

apresentou marcação positiva em 16 casos (Figura 11), enquanto que 18 casos 

apresentaram marcação positiva para o anticorpo anti-Pax5 (Figura 12) (Tabela 

10).  

 

Tabela 9: Imunofenotipagem dos 46 animais com linfoma canino. 

IMUNOFENÓTIPO N° DE CASOS % 

Linfoma T 28 60,9 

Linfoma B 18 39,1 

TOTAL 46 100 

 
 
Tabela 10: Comparação entre os marcadores de linfoma B, anti-CD79a e anti-

PAX5 nos 18 casos de linfoma B. 

ANTICORPO N° DE CASOS % 

Anti-CD79a 16 89 

Anti-PAX5 18 100 

  
Ao correlacionar o grau de malignidade com o imunofenótipo pelo teste 

exato de Fisher, não houve associação entre o grau e imunofenótipo, 

resultados estatisticamente não significativos (p=0,72). 

Quando analisamos o grau de malignidade, alto e baixo grau em 

correlação com os marcadores anti-CD3, anti-CD79a e anti-PAX5, pelo teste 

exato de Fisher, não houve associação entre o grau de malignidade e a 

expressão dos marcadores, resultados estatisticamente não significativos 

(p=0,72; 0,70; 0,72) respectivamente.   
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5.3 Índice de proliferação celular pelo método Ki-67 (MIB-1) 
 
 De acordo com a classificação de Kiel e a classificação de WHO, nas 

neoplasias de alto grau de malignidade, a média de células em proliferação 

marcadas pelo ki-67 foi de 51,35 ± 22,32 (Figura 13), e nos casos de baixo 

grau de malignidade a média foi de 13,95 ± 10,19 (Figura 8), resultado 

estatisticamente significativo (p<0,01), pelo teste t student (Tabela 11).  
 

Tabela 11: Número de casos, média e desvio padrão do marcador de 

proliferação anti-ki-67 (MIB 1) de acordo com o grau de malignidade nas 

classificação de Kiel e WHO. 

ki-67 N° MÉDIA DESVIO PADRÃO 

ALTO GRAU 37 51,35a 22,32 

BAIXO GRAU 9 13,95b 10,19 
Médias com letras minúsculas diferentes diferem estatisticamente, ao nível de 1%, pelo 
teste t student. 
 

 Ao comparar o imunofenótipo, a média de células em proliferação 

marcadas pelo Ki-67 foi de 41,66 ± 30,00 para os linfomas B e de 45, 55 ± 

22,29 para os linfomas T (Figura 14, Tabela 12). Os imunofenótipos não 

diferem quanto à expressão de ki-67 (p=0,62). 

 

Tabela 12: Número de casos, média e desvio padrão do marcador de 

proliferação anti-ki-67 (MIB 1) de acordo com o imunofenótipo nas classificação 

de Kiel e WHO. 

ki-67 N° MÉDIA DESVIO PADRÃO 

B 18 41,66 30,00 

T 28 45,55 22,29 

 

O percentual de células positivas para o Ki-67 entre os linfomas de alto 

grau foi de 20,4 a 94,1%, sendo o maior um caso de linfoma linfoblástico. Entre 
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os linfomas de baixo grau o percentual variou de 2,08 a 37,2%, sendo o menor 

um caso de linfoma linfoplasmocítico.  

 

5.4 Índice de apoptose pelo método da Caspase-3 
 
 Ao analisarmos o índice de células em apoptose pelo método da 

caspase-3 (Figura 15) nas classificações de Kiel e WHO, observou-se que nas 

neoplasias de alto grau de malignidade a mediana de células positivas para a 

Caspase-3 foi de 2,40% e nos casos de baixo grau de malignidade foi de 

1,00% (Tabela 13), sendo a expressão da Caspase-3 maior nos linfomas de 

alto grau de malignidade (p=0,04), pelo teste de Mann-Whitney.  

 

 

Tabela 13: Número de casos e mediana do marcador de apoptose anti-

caspase-3 de acordo com o grau de malignidade na classificação de Kiel e 

WHO. 

Caspase3 N° MÉDIANA 

ALTO GRAU 37 2,40 

BAIXO GRAU 9 1,00 
Teste Mann-Whitney. 

 

Entre os diferentes imunofenótipos, a mediana da caspase-3 foi 1,33 

para os linfomas B e de 1,46 para os linfomas T (Tabela 14). Os 

imunofenótipos não diferiram quanto à expressão da Caspase-3, resultado 

estatisticamente não significativo (p=0,60), pelo teste de Mann-Whitney. 

 

Tabela 14: Número de casos e mediana do marcador de apoptose anti-

caspase-3 de acordo com o imunofenótipo na classificação de Kiel e WHO. 

Caspase3 N° MÉDIANA 

B 18 1,33 

T 28 1,46 
Teste Mann-Whitney. 
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5.5 Expressão de p53 
 
 Dos 46 casos de linfoma canino, 12 casos apresentaram a expressão 

da proteína p-53 mutante (Figura 16), perfazendo um percentual de 26,08%. 

Destes 12 casos, oito casos eram linfomas T e quatro casos eram de linfomas 

B, correspondendo a 66% e 34%, respectivamente. Não houve associação 

entre o imunofenótipo e a expressão do p53, resultados estatisticamente não 

significativos (p=0,74), pelo teste exato de Fisher. 

 Quanto ao grau de malignidade, 11 casos de linfoma eram de alto grau 

de malignidade e um caso de baixo grau de malignidade. Não houve 

associação entre o grau de malignidade e a expressão de p53, resultados 

estatisticamente não significativos (p=0,41). 

Foi considerada marcação positiva os casos que apresentaram mais de 

10% de células positivas. 

 
5.6 Microarranjo de tecido (TMA) 
 
 A avaliação do marcador de proliferação ki-67 e do marcador de 

apoptose Caspase3 nos cores de TMA de 1,0 mm e 1,5 mm apresentou a 

média semelhante à descrita para o corte inteiro, quando realizado em 

triplicata. Contudo, exceção foi observada em três casos, um por apresentar 

apenas necrose no core representado, outro por ter se perdido com o desgaste 

do bloco e o terceiro apresentava infiltração de células neoplásicas nos rins, 

subestimando a contagem dos marcadores.  

A concordância geral dos valores de Ki-67 e Caspase3 foi excelente 

(kappa=0,99), com resultados estatisticamente significativos (p<0,01), tanto 

para o core de 1,0 mm quanto para o core de 1,5 mm. Os mesmos valores 

foram observados ao se comparar a TMA de 1,0 mm e a TMA de 1,5 mm, com 

concordância geral excelente (kappa=0,99), com resultados estatisticamente 

significativos (p<0,01). 

Ao correlacionar a expressão do p53 no corte inteiro e na TMA de 1,0 

mm, observou-se fraca concordância entre o corte inteiro e a TMA de 1,0 mm 

(kappa=0,23). A TMA apresentou dois casos positivos para p53, identificando 

apenas 17% dos tumores positivos (sensibilidade). Os mesmos valores foram 



40 
 

 

observados ao se comparar o corte inteiro e a TMA de 1,5 mm. Sendo assim, 

houve total concordância entre a TMA de 1,0 mm e de 1,5 mm. 

 
5.7 Aplicação das classificações de Kiel e WHO nos linfomas 

caninos 
 
 Os casos de linfoma foram classificados de acordo com a classificação 

de Kiel (LENNERT & FELLER, 1990) e de acordo com a classificação proposta 

pela WHO (VALLI et al., 2002).  

 

 

 Foram graduados conforme a malignidade 46 casos de linfoma canino. 

Dentre os casos analisados observou-se o predomínio de linfomas de alto grau 

de malignidade, perfazendo um total de 37 casos, seguidos pelos linfomas de 

baixo grau com nove casos (Tabela 15). 

 
Tabela 15: Grau de malignidade dos 46 casos de linfomas caninos. 

GRADUAÇÃO N° DE CASOS % 

Alto grau 37 80,4 

Baixo grau 9 19,6 

TOTAL 46 100 

 

Foram classificados 40 casos de linfoma canino. Os linfomas caninos 

foram classificados em tipos de acordo com as características celulares 

(Tabela 16 e 17). 

 
Tabela 16: Linfomas caninos T e B de acordo com a classificação de Kiel 

(LENNERT & FELLER, 1990). 

KIEL N° DE CASOS % 

Linfomas T   

Imunoblástico 15 37,5 

T pleomórfico 3 7,5 

Linfoblástico 2 5 
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Linfocítico 1 2,5 

Zona T 1 2,5 

T cerebriforme 1 2,5 

Angiocêntrico 1 2,5 

Linfoma B   

Centroblástico 6 15 

Imunoblástico 4 10 

Linfoblástico 2 5 

Linfocítico 1 2,5 

Zona marginal 1 2,5 

Linfoplasmocítico 1 2,5 

Centrocítico 1 2,5 

TOTAL 40 100 

 
Tabela 17: Linfomas caninos T e B de acordo com a classificação de WHO 

(VALLI et al., 2002). 

WHO N° DE CASOS % 

Linfoma T   

Células T periféricas 19 47,5 

Linfoblástico T 2 5 

Linfocítico T 1 2,5 

Micose fungoide  1 2,5 

T extranodal 1 2,5 

Linfoma B   

Difuso de grandes 

células B 

10 27,5 

Linfocítico 1 2,5 

Zona marginal 1 2,5 

Linfoplasmocítico 1 2,5 

Linfoblástico B 2 5 

Células do manto  1 2,5 

TOTAL 40 100 
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De acordo com a classificação de Kiel, 19 casos de linfoma eram de alto 

grau de malignidade, e foram classificados como imunoblástico, linfoblástico, 

cerebriforme e angiocêntrico. Cinco casos de linfoma T eram de baixo grau de 

malignidade e foram classificados como zona T, pleomórfico e linfocítico. 

 Dos 16 casos de linfoma B, 12 casos são de alto grau de malignidade, 

classificados como centroblástico (Figura 4), imunoblástico (Figura 5) e 

linfoblástico (Figura 6). E quatro casos são de baixo grau de malignidade 

classificados como zona marginal, linfoplasmocítico, centrocítico e linfocítico.  

Os casos de linfoma classificados como Linfoma Difuso de Grandes 

células, na maioria, foram classificados como polimórfico, contendo uma 

mistura de centroblastos e imunoblastos. Os tumores monomórficos foram 

menos frequentes, sendo constituídos predominantemente (mais de 90%) por 

centroblastos. Estas células linfoides possuem tamanho médio ou grande, 

núcleo redondo ou oval, vesicular, contendo cromatina fina. Entre dois a quatro 

nucléolos são observados próximos a membrana nuclear (nucléolos 

periféricos). O citoplasma, geralmente é escasso, variando de anfofílico a 

basofílico.  

Na variante imunoblástica, os imunoblastos constituem mais de 90% das 

células neoplásicas e apresentam-se como células grandes, em que o núcleo 

mostra nucléolo único e central, e citoplasma basofílico. Já a variante 

anaplásica caracteriza-se pela presença de células grandes, ovais ou 

poligonais que possuem núcleos bizarros e pleomórficos. Na classificação de 

Kiel entre os linfomas enquadrados nesta categoria estavam os Linfomas 

Centroblásticos, Imunoblásticos e Anaplásicos.  

Os linfomas de células T periféricas são observados espectro citológico 

entre o monomórfico e o polimórfico. Porém, a maioria dos casos consistia de 

crescimento constituído por células de tamanho médio ou grande, com núcleo 

irregular, pleomórfico, variando entre o vesicular e o hipercromático, nucléolo 

proeminente e muitas figuras de mitose. Na classificação de Kiel entre os 

linfomas enquadrados nesta categoria estavam os Linfomas T Pleomórficos 

(Figura 7), T Imunoblásticos (Figura 8) e de Zona T. 

 Os linfomas linfoblásticos são caracterizados por pequenos blastos 

com citoplasma escasso, núcleo redondo ou irregular, com cromatina nuclear 

densa e nucléolo indistinto. Caracterizado por crescimento difuso, com 
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frequentes figuras de mitose e padrão de “céu estrelado”. Na classificação de 

Kiel – Linfoblástico T (Figura 9). 

Nos linfomas linfocíticos, o crescimento neoplásico mostra uma mistura 

de pequenos linfócitos e pró-linfócitos, com predomínio dos primeiros. Os 

linfócitos neoplásicos mostram tamanho pequeno, pouco maior do que o de um 

linfócito normal, com núcleo redondo e cromatina agregada, citoplasma 

escasso e basofílico. Os pró-linfócitos apresentam-se como células cujo 

tamanho varia entre o pequeno e o médio, possuem núcleo com cromatina 

agregada e nucléolo evidente, citoplasma basofílico e discreto. Na classificação 

de Kiel – Linfoma de Linfócitos Pequenos. 

 

 

Figura 4: LINFOMA DIFUSO DE GRANDES CÉLULAS B Classificação de Kiel 
– Linfoma Centroblástico. HE BAR 50µm. 



44 
 

 

 

Figura 5: LINFOMA DIFUSO DE GRANDES CÉLULAS B Classificação de Kiel 
– Linfoma Imunoblástico. HE BAR 50µm. 

 

Figura 6: LINFOMA LINFOBLÁSTICO B Classificação de Kiel – Linfoma 
Linfoblástico. HE BAR 50µm. 
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Figura 7: LINFOMA DE CÉLULAS T PERIFÉRICAS –Classificação de Kiel – 
Linfoma T Pleomórfico de Células Médias e Grandes. HE BAR 50µm. 

 

Figura 8: LINFOMA DE CÉLULAS T PERIFÉRICAS – Classificação de Kiel – 
Linfoma Imunoblástico T. HE BAR 50µm. 
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Figura 9: LINFOMA LINFOBLÁSTICO T – Classificação de Kiel – Linfoma 
Linfoblástico T. HE BAR 50µm. 

 

Figura 10: LINFOMA DE CÉLULAS T PERIFÉRICAS- Positividade para o 
anticorpo anti-CD3, Novolink, DAB, contracorado com Hematoxilina de Harris 
BAR 50µm. 
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Figura 11: LINFOMA DIFUSO DE GRANDES CÉLULAS B- Positividade para o 
anticorpo anti-CD79a, Novolink, DAB, contracorado com Hematoxilina de Harris 
BAR 50µm. 

 

Figura 12: LINFOMA DIFUSO DE GRANDES CÉLULAS B- Positividade para o 
anticorpo anti-PAX5, Novolink, DAB, contracorado com Hematoxilina de Harris 
BAR 50µm. 
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Figura 13: LINFOMA DIFUSO DE GRANDES CÉLULAS B- Positividade para o 
anticorpo anti-ki-67 (MIB 1), Novolink, DAB, contracorado com Hematoxilina de 
Harris BAR 50µm. 

 

Figura 14: LINFOMA LINFOCÍTICO- Positividade para o anticorpo anti-ki-67 
(MIB 1), Novolink, DAB, contracorado com Hematoxilina de Harris BAR 50µm. 
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Figura 15: LINFOMA DE CÉLULAS T PERIFÉRICAS- Positividade para o 
anticorpo anti-caspase3, Novolink, DAB, contracorado com Hematoxilina de 
Harris BAR 50µm 

 

Figura 16: LINFOMA DE CÉLULAS T PERIFÉRICAS- Positividade para o 
anticorpo anti-p53 (DO7), Envision, DAB, contracorado com Hematoxilina de 
Harris BAR 50µm. 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

   Discussão
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6. DISCUSSÃO 
 
Os linfomas estão entre as neoplasias mais frequentes na espécie 

canina (VONDEHAAR e MORRISON, 1998). Nos humanos, NHLs também são 

comuns e sua incidência tem aumentado nas últimas quatro décadas 

(FRIEDBERG et al., 2008). 

Nos humanos e nos cães, os NHLs mostram características comuns 

(FOURNEL-FLEURY et al., 1997a). O aumento no número de casos de linfoma 

nos seres humanos durante as últimas décadas torna o estudo comparativo 

entre as duas espécies de extrema importância, já que ambas compartilham o 

mesmo ambiente, o que torna o cão um sentinela biológico muito útil. Deve-se 

destacar ainda, que o ciclo de vida mais curto destes animais permite que se 

observem mais precocemente as possíveis modificações no comportamento 

dos linfomas ao longo dos próximos anos.  

 
 6.1 Dados clínicos dos animais 
 
 No presente estudo observou uma maior frequência de linfoma em 

cães SRD (12 casos- 26%), seguido por cães da raça Boxer (sete casos- 15%, 

Rottweiller (cinco casos- 11%) e Pastor Alemão (quatro casos- 9%). Os demais 

animais pertenciam a outras raças. Estudos recentes apontam para 

predisposição racial em animais da raça Boxer, mestiços, Labrador Retriever, 

Golden Retriever, Shih-Tzu, Beagle e Cocker Spaniel (VALLI, et al., 2013). Os 

achados do presente estudo são semelhantes aos observados em outros 

trabalhos. Vezzali et al. (2009) também observou uma maior ocorrência em 

cães SRD. 

A correlação entre a ocorrência do linfoma na raça Boxer, 

particularmente ocorrência dos linfomas T é consistente com o observado na 

literatura (LURIE et al., 2004; MODIANO et al., 2005), tal achado também foi 

observado em nosso estudo. 

 Dentre os animais estudados a maioria eram cães de porte médio ou 

grande. Tal achado corrobora com o observado na literatura onde 75,6% dos 

animais pertencem a raças de porte grande (VALLI, et al., 2013).  

 

a b 

c d 
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Os dados observados no presente estudo são semelhantes aos 

levantamentos anteriores na região (SEQUEIRA et al., 1999; SUZANO et al., 

2004). Dessa forma, deve-se levar em consideração que a frequência 

observada pode estar correlacionada com a proporção de cada raça na 

população de cães da região estudada, do que a predisposição racial 

propriamente dita.  

Em relação ao sexo observado nos animais neste estudo, 25 eram 

machos (54%) e 21 fêmeas (46%).  A literatura consultada é controversa neste 

aspecto, já que alguns estudos afirmam não haver influência do sexo nos cães 

com linfoma (VONDERHAAR e MORRISON, 1998; JACOBS et al., 2002; 

PONCE et al., 2010), porém trabalhos mais recentes apontam para uma maior 

ocorrência em cães machos (VALLI, et al., 2013). 

Ao avaliar a idade dos animais observou-se maior ocorrência em 

animais com idade entre quatro e sete anos (48%), seguido por animais com 

idade de oito anos (37%) e animais com um a três anos (15%). Os dados são 

semelhantes aos observados por SEQUEIRA e FRANCO (1992) onde a maior 

ocorrência foi observada em animais com idade entre quatro e 13 anos. 

O estadiamento clínico foi realizado em todos os animais, e 27 animais 

estavam no estádio V (59%), 11 no estádio IV (24%) e oito no estádio III (17%). 

Tais achados são como o observado na literatura recente, onde o linfoma 

canino sempre se apresenta em estágios avançados da doença (III-V) no 

momento do diagnóstico, e normalmente apresenta um curso clínico agressivo 

(MARCONATO et al., 2013; VALLI et al., 2013). Ademais, estádios mais 

avançados são observados em casos de linfoma de alto grau, onde os animais 

apresentam sinais sistêmicos da doença (VALLI et al., 2013).  

Nos cães, o estadiamento auxilia o planejamento e avaliação do 

tratamento, no estabelecimento do prognóstico e permite a comparação entre 

diferentes protocolos de tratamentos (VONDERHAAR e MORRISON, 1998).  

Anatomicamente, os linfomas caninos são classificados em: 

multicêntrico, digestivo, tímico, cutâneo e solitário ou extranodal (JACOBS et 

al., 2002). Em nosso estudo, 38 animais (83%) apresentaram a forma 

multicêntrica, seguido por três animais com a forma tímica (6,5%), três animais 

(6,5%) com a forma solitária, um animal (2%) com a forma digestiva e um com 

a forma cutânea (2%). Sendo assim, a forma multicêntrica foi a mais prevalente 



53 
 

 

dentre as formas anatômicas, este achado corrobora com o descrito na 

literatura (TESKE et al., 1994; FOURNEL-FLEURY et al., 1997a; FOURNEL-

FLEURY et al., 2002;  SUEIRO et al., 2004; SUZANO, 2004; SEQUEIRA et 

al., 1999; VEZZALI et al., 2009). 

Um estudo de cães com linfoma constatou que em 82,4% dos casos 

foram observados sinais clínicos de envolvimento de linfonodo, seja 

linfadenopatia generalizada ou localizada, que caracterizam a forma 

multicêntrica do linfoma. O linfoma multicêntrico canino é considerado uma 

neoplasia clinicamente agressiva quando comparada ao linfoma não-Hodgkin 

humano (VAIL e MACEWEN, 2000).  

No presente estudo a forma extranodal foi pouco observada (2%), no 

entanto dados da literatura indicam até 17,6% dos casos com este tipo de 

apresentação (PONCE et al., 2010). É importante ressaltar que esta frequência 

é considerada baixa, quando comparada a frequência em humanos, que 

chegam a alcançar 30% dos casos (JAFFE et al., 1999). 

 

6.2 Imunofenotipagem 
  

 A determinação do imunofenótipo dos linfomas humanos se tornou 

essencial para a classificação devido à sua relação com comportamento 

biológico e a resposta à terapia (FOURNEL-FLEURY et al., 2002; VALLI et al., 

2013). Dessa forma, as classificações, Kiel (LENNERT e FELLER, 1990), Real 

(HARRIS et al., 1994) e WHO (JAFFE et al., 2001) diferenciam os linfomas com 

base no imunofenótipo. 

De acordo com a literatura veterinária, 60-80% dos linfomas em cães 

são de células B (TESKE et al., 1994; FOURNEL-FLEURY et al., 1997a; 

FOURNEL-FLEURY et al., 2002; CANIATTI et al., 1996), enquanto os linfomas 

de células T representam de 35 a 40% (MODIANO et al., 2005), tal achado é 

diferente do observado neste estudo, já que dos 46 casos de linfoma utilizados 

neste trabalho, 28 eram linfomas T e 18 linfomas B, totalizando 60,9% e 39,1% 

dos casos, respectivamente.  
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Trabalhos realizados anteriormente em nosso laboratório também 

detectaram a predominância dos linfomas de imunofenótipo T (SUZANO, 

2004), assim como MILNER et al. (1996) que refere uma frequência de 60% de 

linfomas T e 40% de linfomas B.  

Talvez uma das suposições que se possa inferir em relação a este 

achado seja a variação regional, assim como o levantado para a predisposição 

racial anteriormente, tal fato pode estar relacionado com a ocorrência da região 

estudada, do que com a frequência de linfomas B e T. Além disso, é importante 

ressaltar que o presente estudo tem sete animais da raça Boxer e trabalhos 

apontam para uma maior ocorrência de linfoma T em cães da raça Boxer, este 

fato pode contribuir para uma maior ocorrência de linfoma T no presente estudo 

(LURIE et al., 2008). 

Quanto à marcação imunoistoquímica dos linfomas B, o anticorpo anti-

CD79a apresentou marcação positiva em 16 casos (89%), enquanto que 18 

casos (100%) apresentaram marcação positiva para o anticorpo anti-Pax5. 

O Pax5 é uma proteína ativadora específica de células B (BSAP) e foi 

detectada por método imunoistoquímico em 100% dos linfomas caninos. A 

Pax5 é um membro da família dos fatores de transcrição. Nas células 

hematopoiéticas, a expressão do Pax5 é específica das células da linhagem B. 

Esta expressa em estágios iniciais do desenvolvimento das células B e 

permanece ativa nos estágios tardios do desenvolvimento das células B, mas 

esta ausente em nos estágios finais de diferenciação de células plasmocitoides 

(FOSS et al., 1999; HORCHER et al., 2001). Estudos em humanos revelam 

claramente que a expressão de Pax5 é restrita aos linfomas de células B 

(KRENACS et al., 1998). 

Willmann et al. (2009), em seu estudo comparou a marcação de Pax5 

com o marcador CD79a. Neste estudo, a marcação nuclear de Pax5 foi de 

moderada a forte em 70 a 95% das células linfoides, não sendo observada 

marcação citoplasmática ou de membrana. Tal achado corrobora com o 

observado em nosso estudo, onde 100% dos linfomas foram positivos para 

Pax5, todos com marcação nuclear evidente.   

Em outro estudo, as células neoplásicas revelaram marcação positiva 

nuclear com intensidade variando de moderada a forte em mais de 70% das 

células malignas em todos os casos avaliados (HERBECK et al., 2011).  
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Sendo assim, nos cães, as células dos linfomas B mostraram marcação 

nuclear consistente, acima do obtido com CD79a, constatando que o Pax5 

serve como um marcador adicional de células B para os linfomas não-Hodgkin 

caninos. 

 

6.3 Índice de proliferação celular pelo método Ki-67 (MIB-1) 
 

Como mencionado anteriormente o estudo de neoplasia faz necessário a 

avaliação do índice de proliferação celular (KIUPEL et al., 1999). A proliferação 

celular mostra uma boa correlação com o comportamento biológico destes 

tumores e fornece informações que orientam o tratamento e o prognóstico 

(ROELS et al., 1999). 

A taxa de células neoplásicas que estão em proliferação nos linfomas 

não-Hodgkin está relacionada com os diferentes tipos morfológicos e com o 

grau de malignidade. Geralmente, os tumores de alto grau possuem um índice 

de proliferação celular maior do que os de grau baixo (COMAZZI et al., 2013, 

FOURNEL-FLEURY et al., 1997b). Fato este constatado por Suzano et al., 

(2008), no qual as neoplasias de alto grau de malignidade obtiveram uma 

média de células marcadas pelo Ki-67 de 43,19% e nos casos de baixo grau de 

14,09%. Tais achados também foram observados em nosso estudo, pois de 

acordo com a classificação de Kiel e a classificação da WHO, o índice de 

proliferação de Ki-67 foi correlacionado com o grau de malignidade.  

Ademais, a média de células em proliferação marcadas pelo ki-67 foi de 

51,35% nos casos de alto grau de malignidade; e nos casos de baixo grau de 

malignidade a média foi de 13,95%, achados novamente semelhantes ao visto 

por Suzano et al. (2008). 

Além disso, Sokolowska et al. (2012), constataram que a maioria dos 

linfomas apresentava alta atividade de proliferação (39 de 45), fato este 

também observado em nosso trabalho (38 de 46), e até mesmo alguns 

linfomas considerados de baixo grau de malignidade chegaram a apresentar 

37,2% de células positivas para o ki-67.  

A expressão moderada (20-50% de células) foi observada em cinco 

casos e apenas um caso teve menos de 20% de células positivas. Ao 

correlacionarmos os nossos achados, os dados diferem do visto por 
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Sokolowska et al., (2005). Em nosso estudo, foram observados 11 casos com 

expressão de 50-70%; oito casos com expressão acima de 70%; 19 casos com 

expressão de 20-50% e por fim oito casos com menos de 20% de células 

positivas para ki-67. 

Dessa forma, constatamos que a expressão da proteína ki-67 apresenta 

determinada heterogeneidade.  

 

6.4 Índice de apoptose pelo método da Caspase-3 
 

Além da proliferação celular, o crescimento tumoral também é 

determinado pelo número de células perdidas. Assim, um índice importante 

relacionado com o comportamento biológico das neoplasias é a apoptose 

(PHILLIPS et al., 2000).  

Ao analisarmos o índice de células em apoptose pelo método da 

caspase-3 nas classificações de Kiel e WHO, observou-se que nas neoplasias 

de alto grau de malignidade a mediana de células positivas para a Caspase-3 

foi de 2,40% e nos casos de baixo grau de malignidade foi de 1,00, resultados 

estatisticamente não significativos, mesmo assim a expressão da Caspase-3 foi 

maior nos linfomas de alto grau de malignidade. 

Entre os diferentes imunofenótipos, a mediana da caspase-3 foi 1,33 

para os linfomas B e de 1,46 para os linfomas T. Os imunofenótipos não 

diferiram quanto à expressão da Caspase-3, resultado estatisticamente não 

significativo. 

A caspase-3 está relacionada com a apoptose em muitos distúrbios 

hematopoiéticos na espécie humana, inclusive nas leucemias e nos linfomas. 

Alguns estudos sugerem que, tanto o nível da sua expressão como a sua forma 

de marcação intracitoplasmática tem relação com a progressão tumoral. Na 

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

caspase-3 respondem melhor ao tratamento (DONOGHUE et al., 1999). 

Já foi relatado que os linfomas de alto grau de malignidade apresentam 

uma expressão maior de caspase-3 que as neoplasias de baixo grau (DUKERS 

et al., 2002). São poucos os estudos da expressão da caspase-3 nas 

neoplasias caninas. Suzano (2007), concluiu que o índice apoptótico pode ser 

avaliado pela expressão da caspase-3, e que o mesmo mostra grande 
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variação, não havendo diferenças entre os graus e imunofenótipos das 

neoplasias. Tais achados foram também observados no presente estudo com 

alta variação da expressão da Caspase-3, contudo mesmo diante de resultados 

estatisticamente não significativos é importante salientar que a expressão foi 

maior em casos de alto grau de malignidade. 
 
6.5 Expressão de p53 
 
A proteína p53 selvagem está localizada no núcleo da célula e se liga a 

sequências específicas de DNA. As células que têm mutação no p53 são 

resistentes aos tratamentos antineoplásicos padrão que induzem danos no 

DNA, como a quimioterapia e radioterapia (LOWE et al., 1993). As mutações 

do gene p53 estão associadas com diversas neoplasias linfoides (GAMBLIN et 

al., 1997). Em humanos, há relatos de que a expressão da proteína p53 

alterada é superior a 30% nos linfomas de alto grau de malignidade de origem 

B (INAMURA et al., 1994). 

Em nosso estudo, dos 46 casos de linfoma canino, 12 casos 

apresentaram a expressão da proteína p-53 mutante, perfazendo um 

percentual de 26,08%. Esses valores diferem do observado na literatura 

consultada, sendo descritos percentuais mais altos como 40% (GAMBLIN et al. 

1997), 59% (SUEIRO et al., 2004) e 72,25% (SUZANO et al.,2007).  

É importante salientar que talvez o menor valor observado em nosso 

estudo possa ter ocorrido devido à utilização do anticorpo anti-p53, clone DO7, 

monoclonal, diferente do utilizado na literatura consultada. O clone DO7 é 

amplamente utilizado na Medicina Humana em neoplasias linfoides ou 

alterações linfoproliferativas (BEYLOT-BARRY et al., 1995; HASELEN et al., 

1997), contudo sem relatos de sua utilização na medicina veterinária. Optou-se 

pela utilização desse clone devido à descontinuidade de produção do anticorpo 

anti-p53, clone CM1, policlonal. 

Quanto à relação, em nosso estudo, entre a positividade para p53 e o 

imunofenótipo, dos 12 casos de linfoma positivos, oito casos eram de 

imunofenótipo T e quatro casos eram de imunofenótipo B, correspondendo a 

66% e 34%, respectivamente. Em relação ao grau de malignidade, 11 casos de 

linfoma eram de alto grau de malignidade e um caso de baixo grau de 
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malignidade. Dessa forma, não houve associação entre o imunofenótipo e o 

grau de malignidade e a expressão de p53. Esses dados estão de acordo com 

aqueles presentes na literatura consultada, já que diversos autores também 

não associaram a expressão de p53 com os imunofenótipos e os graus de 

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

DHALIWAL et al., 2013). Somente Sokolowska et al., (2005), relataram 

diferenças significativas na expressão do p53 em linfomas de células B e de 

células T. 

Mesmo diante de resultados estatiscamente não significativos, deve-se 

ressaltar que, no presente estudo, a maioria dos casos com expressão da 

proteína p53 mutante ocorreu em animais com linfomas de alto grau de 

malignidade, semelhante ao que ocorre na espécie humana. 

Assim, na medicina veterinária, o papel desempenhado pelo p53 nas 

neoplasias linfoides é controverso.  

 
6.6 Microarranjo de tecido (TMA) 
 
Ao longo da última década, a técnica de microarranjo em tecido (TMA) 

tem se tornado um método utilizado para avaliar a associação entre os 

biomarcadores e os achados clinico-patológicos dos tumores, recuperação do 

paciente e resposta ao tratamento (ECKEL-PASSOW et al., 2010).  

Embora a TMA seja amplamente utilizada na medicina humana, ainda 

não existe um consenso sobre quantas biopsias devem ser utilizadas para 

determinações confiáveis (GOETHALS et al., 2006) e pouca atenção é dada ao 

diâmetro dos cores. A maioria dos estudos utiliza um diâmetro de 0,6 mm, e 

poucos dados estão disponíveis sobre o uso de cores maiores e sobre a 

concordância entre as avaliações obtidas nos cortes e no método do TMA 

(KELLER et al., 2007).  

No presente estudo ao realizarmos a comparação entre o corte inteiro e 

o TMA de 1,0 mm e de 1,5 mm para os marcadores de proliferação, anti-ki-67 e 

de apoptose anti-caspse-3, obtivemos média semelhante aos valores do corte 

inteiro e concordância excelente, quando feito em triplicata, tais resultados 

também foram observados por Keller et al. (2007). Contudo, três casos 

apresentaram necrose e desgaste excessivo do bloco. Segundo a literatura, 
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uma grande desvantagem da TMA é a quantidade limitada do tecido analisado, 

que pode comprometer a representatividade da amostra (ZU et al., 2005), 

como ocorrido nos três casos descritos acima, mesmo assim sem prejudicar a 

representatividade da amostra, devido à realização de amostras em triplicata. 

Ao correlacionar a expressão do p53 no corte inteiro, na TMA de 1,0 mm 

e na TMA de 1,5 mm, observou-se fraca concordância entre o corte inteiro e os 

cores analisados. Conforme o observado em experimentos de validação em 

humanos, os graus de concordância entre o corte inteiro e a TMA podem variar 

de acordo com os diferentes tipos de tumores e marcadores, a distribuição não 

uniforme de um determinado marcador em um determinado tipo de tumor 

(heterogeneidade do tumor), o método de pontuação aplicada, as diferenças na 

abordagem estatística e o número de biópsias tomadas para cada tumor (ZU et 

al., 2005). 

Segundo Eckel-Passow et al., (2010), a TMA pode não ser apropriada 

para avaliar a expressão de alguns biomarcadores, como o observado em 

nosso estudo para o marcador anti-p53. 

 
6.7 Aplicação das classificações de Kiel e WHO nos linfomas 

caninos 
 
Foram classificados 40 casos de linfoma canino no presente estudo de 

acordo com a classificação de Kiel (LENNERT & FELLER, 1990) e com a 

classificação proposta pela WHO (VALLI et al., 2002).  

  

Foi observada a predominância dos linfomas de alto grau (37/46) assim 

como relatado por vários autores (GREENLEE et al., 1990; TESKE, 1994; 

FOURNEL-FLEURY et al., 1997b; SUZANO, 2004; SUZANO, 2007; PONCE et 

al., 2004; PONCE et al., 2010). 

 A maior sobrevida nos linfomas de baixo grau, com ou sem terapia 

conservativa, faz com que um diagnóstico específico seja imperativo (VALLI et 

al., 2013). 

Como observado por outros autores, de acordo com a classificação da 

WHO, o linfoma difuso de grandes células B (27,5%) foi o tipo mais comum dos 

linfomas B (VEZZALI et al., 2009; PONCE et al., 2010). Em relação aos 
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linfomas T, no presente estudo o tipo mais frequente foi o linfoma de células T 

periféricas (47,5%), diferindo de alguns autores que descrevem o linfoma 

imunoblástico, como o de maior ocorrência (VEZZALI et al., 2009). Já Ponce et 

al. (2010) descreve o linfoma de células T pleomórfico como o mais prevalente. 

Dentre os linfomas de grandes células B, os tipos mais comuns neste 

estudo foram os subtipos centroblástico polimórfico e imunoblástico, como 

observado por outros autores (PONCE et al., 2010; FOURNEL-FLEURY et al., 

1997a; GREENLEE, et al., 1990).  

Dentre os linfomas de células T, os tipos mais comuns foram o linfoma 

de células T periféricas e o linfoma linfoblástico T, como mencionado 

anteriormente. A ausência de testes genéticos e outros métodos diagnósticos 

faz com que o linfoma T pleomórfico e o linfoma T imunoblástico, sejam 

classificados em linfomas de células T periféricas pela classificação da WHO.  

O linfoma folicular não foi observado neste estudo, sendo estes 

considerados raros na veterinária (PONCE et al., 2010; FOURNEL-FLEURY et 

al., 1997a; FOURNEL-FLEURY et al., 2002; GREENLEE, et al., 1990; TESKE 

et al., 1994). Os linfomas foliculares são bem definidos na classificação da 

WHO, porem este arranjo não é considerado na classificação de Kiel. 

 No entanto, de uma forma geral, observamos que algumas das 

entidades clinico-morfológicas caracterizados na classificação de Kiel 

apresentam correspondentes na classificação da WHO. 
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7. CONCLUSÕES 
 

� Os critérios estabelecidos pela Histological Classification of 

Hematopoietic Tumors of Domestic Animals (WHO) permitem a 

correlação com os tipos de linfoma descritos pela classificação de Kiel. 

 

� A Histological Classification of Hematopoietic Tumors of Domestic 

Animals (WHO) associa os critérios morfológicos as características 

clínicas, diferentemente dos critérios exclusivamente morfológicos da 

classificação de Kiel, o que a torna mais abrangente. 

 

� A Histological Classification of Hematopoietic Tumors of Domestic 

Animals (WHO) agrupa determinados tipos morfológicos da classificação 

de Kiel, como os linfomas imunoblásticos e centroblásticos, em 

categorias mais amplas como os linfomas de grandes células B, o que 

simplifica os critérios de classificação. 

 

� O método de TMA permite a avaliação de marcadores de proliferação e 

apoptose nos linfomas caninos independentemente do diâmetro dos 

cores. 

 

� Para os linfomas B caninos o anticorpo anti-PAX-5 mostrou-se mais 

eficiente como marcador do que o anticorpo anti-CD79a, devendo ser 

associado ao painel de imunofenotipagem. 
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RESUMO- Os linfomas não Hodgkin (LNHs) são as neoplasias hematopoiéticas mais 22 

comuns nos cães, dentre os quais 60-80% dos linfomas são de células B. A 23 

determinação do imunofenótipo dos linfomas humanos se tornou essencial devido à sua 24 

relação com comportamento biológico e a resposta à terapia. Recentemente foi 25 

observado que a Pax5 (proteína ativadora específica de células B- BSAP), foi detectada 26 

por método imunoistoquímico nos linfomas caninos, podendo assim se tornar um 27 

marcador adicional para os linfomas B do cão. O presente trabalho teve como objetivo 28 

avaliar a eficiência do PAX5 BSAP (B cell specific activator protein) como marcador 29 

de linfomas B em comparação ao marcador CD79a. Dezoito casos de linfoma B foram 30 

selecionados, sendo realizados os anticorpos anti-CD79a e anti-Pax5. Dezoito casos 31 

(100%) apresentaram marcação positiva para o anticorpo anti-Pax5, enquanto dezesseis 32 

casos (89%) apresentaram marcação positiva para o anticorpo anti-Pax5. Sendo assim, 33 
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nos cães, as células dos linfomas B mostraram marcação nuclear consistente, acima do 34 

obtido com CD79a, constatando que o Pax5 serve como um marcador adicional de 35 

células B para os linfomas não-Hodgkin caninos. 36 

Palavras-chave: linfoma canino, imunoistoquímica, anti-Pax5. 37 

 38 

ABSTRACT- Non-Hodgkin's lymphomas (LNHs) are the most common hematopoietic 39 

neoplasms in dogs, among which 60-80% of lymphomas are of B cells. The determining 40 

of the immunophenotype of human lymphomas has become essential because of their 41 

relationship with biological behavior and response therapy. Recently it was observed 42 

that the PAX5 (B cell specific activator protein- BSAP), was detected by 43 

immunohistochemistry in canine lymphoma and can thus become an additional marker 44 

for B-cell lymphomas dog. This study aimed to evaluate the efficiency of PAX5 BSAP 45 

(B cell specific activator protein) as a marker of B-cell lymphomas compared to the 46 

marker CD79a. Eighteen patients with B-cell lymphoma were selected, anti-CD79a 47 

antibodies, and anti-PAX5 is performed. Eighteen cases (100%) showed positive 48 

staining for anti-PAX5 antibody while sixteen cases (89%) showed positive staining for 49 

anti-PAX5 antibody. Thus, in dogs, lymphoma B cells showed nuclear staining 50 

consistent, higher than that obtained with CD79a, PAX5 noting that serves as an 51 

additional marker for B-cell non-Hodgkin lymphomas 52 

Key-words: canine lymphoma, immunohistochemical, anti-Pax5 53 

 54 

Introdução 55 

Os distúrbios linfohematopoiéticos são comuns nos cães, e o linfoma não-56 

Hodgkin canino (cNHL) apresenta a maior incidência, perfazendo um total de 83% de 57 

todas as neoplasias hematopoiéticas (VAIL e WITHROW, 2007).  58 

Atualmente, a imunofenotipagem dos linfomas está incorporada aos sistemas de 59 

classificação deste tipo de neoplasia. Dessa maneira, o estabelecimento da origem T ou 60 

B das células neoplásicas, associado a sua morfologia permitem o reconhecimento dos 61 

diferentes tipos de neoplasias linfoides (SWERDLOW et al, 2008). Para a determinação 62 

do imunofenótipo são utilizadas principalmente técnicas imunoistoquímicas e 63 

marcadores linfoides como os anticorpos policlonal anti CD3 e monoclonal anti CD79α, 64 

como marcadores pan T e pan B, respectivamente, tanto para o homem (JAFFE et al., 65 
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2001; SWERDLOW et al., 2008) quanto para os animais domésticos 66 

(FOURNELFLEURY et al., 1997; VALLI et al., 2002; PONCE et al., 2010; VALLI et 67 

al., 2011). 68 

Nos seres humanos, os linfomas B normalmente expressam vários marcadores 69 

pan B, porém a expressão de um ou mais destes marcadores pode estar ausente, 70 

impedindo ou dificultando a determinação do imunofenótipo, quando se utiliza apenas 71 

um marcador (JAFFE et al., 2001; O´MAHONY e RILEY, 2012). Para os linfomas B 72 

os mais utilizados nos linfomas humanos, além do anti CD79a, são o anti CD20 73 

(O´MAHONY e RILEY, 2012) e o PAX-5 (anti- BSAP) (KRENACS et al., 1998; 74 

TORLAKOVIC et al., 2002) entre outros. 75 

Recentemente foi observado que o Pax5 (proteína ativadora específica de células 76 

B- BSAP), foi detectada por método imunoistoquímico nos linfomas caninos. Sendo 77 

assim, podendo se tornar em marcador adicional para os linfomas B do cão 78 

(WILLMANN et al., 2009).  79 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiência do PAX5 BSAP (B 80 

cell specific activator protein) como marcador de linfomas B em comparação ao 81 

marcador CD79a. 82 

 83 

Materiais e métodos 84 

O estudo está de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação Animal e foi aprovado pela 85 
Comissão de Ética e experimentação animal da FMVZ/UNESP/Botucatu/SP, São Paulo, sob protocolo 86 
número 55/2012.  87 

Foram selecionados casos de linfoma no Serviço de Patologia Veterinária da Faculdade de 88 
Medicina Veterinária e Zootecnia – UNESP, Botucatu, provenientes do arquivo de tecidos parafinados. 89 
As amostras recebidas foram fixadas em solução de formaldeído tamponada a 10%, em temperatura 90 
ambiente por 48 horas e rotineiramente processadas e incluídas em parafina. 91 

A imunoistoquímica dos linfomas foi realizada a partir da padronização em 92 

amostras de tonsila normal e de linfomas caninos. Os cortes histológicos foram 93 

desparafinizados com xilol e reidratados em álcool etílico em concentrações 94 

decrescentes e, posterior lavagem em água destilada.  95 

A recuperação antigênica foi realizada com tampão citrato pH 6,0, em câmara 96 

microprocessada de pressão Pascal (DAKO, EUA), durante 30 segundos a 125°C. Em 97 
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seguida, as lâminas foram resfriadas por 20 minutos a temperatura ambiente e lavadas 98 

em água corrente.  99 

Na sequência as lâminas foram incubadas em quatro banhos de peróxido de 100 

hidrogênio 3% (10V) durante 5 minutos cada, para o bloqueio da peroxidase endógena, 101 

e então lavadas em água corrente por 5 minutos. Os cortes foram submetidos ao 102 

bloqueio de proteínas inespecíficas, realizado com o kit Novolink, durante 20 minutos a 103 

37°C. 104 

As lâminas foram incubadas com o anticorpo primário (Tab 1) em câmara 105 

úmida, por 18 horas a 4ºC, após esse período foram lavadas em solução tampão de 106 

TRIS pH 7,4 (D5637 – Sigma Chemical CO), três vezes durantes cinco minutos e 107 

incubadas com o anticorpo pós-primário do kit Novolink, por 30 minutos, em câmara 108 

úmida, a 37°, seguido de lavagem com solução tampão de TRIS (D5637 – Sigma 109 

Chemical CO), três vezes durantes cinco minutos. 110 

A detecção do sinal foi realizada com o polímero do kit Novolink, durante 30 111 

minutos, em câmara úmida, a 37°, seguido de lavagem com TRIS três vezes por cinco 112 

minutos cada.  113 

Para amplificação do sinal, as lâminas foram tratadas com solução de 3,3‘ 114 

diaminobenzidina (DAB) do kit Novolink (Novocastra Laboratories, Newcastle, 115 

Inglaterra). Os cortes foram corados com hematoxilina de Harrys e desidratados em 116 

concentrações crescentes de álcool e xilol. Em seguida, as lâminas foram montadas com 117 

resina e lamínula. 118 

Foram utilizados os seguintes anticorpos primários: 119 

� Anti-CD79a (Dako): Anticorpo monoclonal humano que reconhece um 120 

polipeptídeo que faz parte do complexo receptor de antígeno dos linfócitos B. 121 

� Anti-PAX5 (BDBiosciences): Anticorpo monoclonal humano que reconhece 122 

uma proteína ativadora específica de células B. 123 

Tabela 1: Diluições para os anticorpos anti-CD79a e anti-PAX5. 124 

Anticorpos Clone Diluição estabelecida 

Anti CD79a, monoclonal 

(Dako)  

HM57 1:300 

Anti PAX5, monoclonal 

(BDBiosciences) 

24/Pax-5 1:1000 

 125 

Resultados e discussões 126 
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O anticorpo anti-CD79a (Fig 1) apresentou marcação positiva em 16 casos, 127 

enquanto que 18 casos apresentaram marcação positiva para o anticorpo anti-Pax5 (Fig 128 

2, Tab 2).  129 

 130 

Figura 1: LINFOMA DIFUSO DE GRANDES CÉLULAS B- Positividade para o 131 

anticorpo anti-CD79a, Novolink, DAB, contracorado com Hematoxilina de Harris BAR 132 

50µm. 133 

 134 
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Figura 17: LINFOMA DIFUSO DE GRANDES CÉLULAS B- Positividade para o 135 

anticorpo anti-PAX5, Novolink, DAB, contracorado com Hematoxilina de Harris BAR 136 

50µm. 137 

 138 

Tabela 2: Comparação entre os marcadores de linfoma B, anti-CD79a e anti-PAX5 nos 139 

18 casos de linfoma B. 140 

ANTICORPO N° DE CASOS % 

Anti-CD79a 16 89 

Anti-PAX5 18 100 

 141 

Os linfomas estão entre as neoplasias mais frequentes na espécie canina. Nos 142 

humanos, NHLs também são comuns e sua incidência tem aumentado nas últimas 143 

quatro décadas (FRIEDBERG et al., 2008). 144 

Nos humanos e nos cães, os NHLs mostram características comuns (FOURNEL-145 

FLEURY et al., 1997). O aumento no número de casos de linfoma nos seres humanos 146 

durante as últimas décadas torna o estudo comparativo entre as duas espécies de 147 

extrema importância, já que ambas compartilham o mesmo ambiente, o que torna o cão 148 

um sentinela biológico muito útil. Deve-se destacar ainda, que o ciclo de vida mais 149 

curto destes animais permite que se observem mais precocemente as possíveis 150 

modificações no comportamento dos linfomas ao longo dos próximos anos.  151 

De acordo com a literatura veterinária, 60-80% dos linfomas em cães são de 152 

células B (TESKE et al., 1994; CANIATTI et al., 1996; FOURNEL-FLEURY et al., 153 

1997; FOURNEL-FLEURY et al., 2002). 154 

Quanto à marcação imunoistoquímica dos linfomas B, o anticorpo anti-CD79a 155 

apresentou marcação positiva em 16 casos (89%), enquanto que 18 casos (100%) 156 

apresentaram marcação positiva para o anticorpo anti-Pax5. 157 

O Pax5 é uma proteína ativadora específica de células B (BSAP) e foi detectada 158 

por método imunoistoquímico em 100% dos linfomas caninos. A Pax5 é um membro da 159 

família dos fatores de transcrição. Nas células hematopoiéticas, a expressão do Pax5 é 160 

específica das células da linhagem B. Esta expressa em estágios iniciais do 161 

desenvolvimento das células B e permanece ativa nos estágios tardios do 162 

desenvolvimento das células B, mas esta ausente em nos estágios finais de diferenciação 163 

de células plasmocitoides (FOSS et al., 1999; HORCHER et al., 2001). Estudos em 164 



86 
 

 

humanos revelam claramente que a expressão de Pax5 é restrita aos linfomas de células 165 

B (KRENACS et al., 1998). 166 

Willmann et al. (2009), em seu estudo comparou a marcação de Pax5 com o 167 

marcador CD79a. Neste estudo, a marcação nuclear de Pax5 foi de moderada a forte em 168 

70 a 95% das células linfoides, não sendo observada marcação citoplasmática ou de 169 

membrana. Tal achado corrobora com o observado em nosso estudo, onde 100% dos 170 

linfomas foram positivos para Pax5, todos com marcação nuclear evidente.   171 

Em outro estudo, as células neoplásicas revelaram marcação positiva nuclear 172 

com intensidade variando de moderada a forte em mais de 70% das células malignas em 173 

todos os casos avaliados (HERBECK et al., 2011).  174 

Sendo assim, nos cães, as células dos linfomas B mostraram marcação nuclear 175 

consistente, acima do obtido com CD79a, constatando que o Pax5 serve como um 176 

marcador adicional de células B para os linfomas não-Hodgkin caninos. 177 

 178 

Conclusões 179 

Para os linfomas B caninos o anticorpo anti-PAX-5 mostrou-se mais eficiente 180 

como marcador do que o anticorpo anti-CD79a, devendo ser associado ao painel de 181 

imunofenotipagem. 182 
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