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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS.

Introducgao

O linfoma cutaneo (LC) em cédes é uma doenca que se caracteriza pela
proliferacdo clonal de linfocitos atipicos na pele (MILLER et al., 2013). E um linfoma
nao-Hodgkin, formado por um grupo de doengas neoplasicas malignas de linfécitos
T e B e células Natural Killer (NK), cuja primeira manifestagéo clinica € a presenca
de lesdes cutaneas, sem existir lesdo extra cutdneas no momento do diagndstico
(RUEDA; CORTES, 2008). A apresentacéao clinica é inespecifica e pode mimetizar
muitas dermatites (FONTAINE et al., 2010). Nas fases inicias da doenga torna-se
dificil diferenciar a condicao neoplasica de quadro inflamatdrio linfocitico cutadneo
(MURPHY; OLIVRY 2000). Descrita pela primeira vez em 1972 (KELLY et al., 1972),
e para muitos autores a doenga rara e de etiologia desconhecida (FONTAINE et al.,
2009; WITHROW et al., 2013).

Diversos estudos mencionaram novas variedades e formas de apresentacao
do LC na espécie canina baseadas principalmente nos resultados de rea¢des imuno-
histoquimicas, comportamento clinico da neoplasia e nas frequentes mudancas da
classificacdo desta doencga na espécie humana, que tem levado na classificagdo em
novas variantes de LC (WILLEMZE et al., 2005; DE BOSSCHERE; DECLERCQ,
2008; AFFOLTER et al., 2009; FONTAINE et al., 2009; MILLER et al., 2013; MOORE
et al., 2012). Nas ultimas trés décadas, a classificagdo morfolégica e imunofenotipica
do LC em medicina veterinaria baseou-se nos critérios de classificagao utilizados em
humanos (VALLI et al., 2011).

O objetivo desta revisdo é definir quais sdo as atuais variantes, tipos e
subtipos do LC em cées e estabelecer as principais semelhancas e diferengas com a

classificagédo existente na espécie humana.



Revisao de Literatura
Epidemiologia

Poucos estudos epidemiologicos determinaram a prevaléncia do linfoma
cutaneo no mundo. Um estudo conduzido entre 1994 e 2001 detectou prevaléncia
de 0,02% entre todos os casos atendidos na rotina do Hospital de pequenos animais
da Universidade da Florida (SANTORO et al., 2007). Na década de 90, estimava-se
que de 3% a 8% de todas as apresentacdes de linfoma canino, eram cutaneas
(MOORE; OLIVRY, 1994). Nas Américas Central e do Sul se desconhece as formas
de apresentacao e prevaléncia desta enfermidade. No Brasil, relatos de casos tem
evidenciado a presenga da doenga (FIGHERA et al., 2003; CARDOSO et al., 2006;
RODIGHERI et al., 2007; FRANCA et al., 2011; PALUMBO et al., 2015), e alguns
trabalhos epidemioldgicos limitam-se ao estado de Sdo Paulo (TORRES NETO et
al., 2015; DIAS et al., 2015; JARK et al., 2014), e um Unico estudo no estado do

Parana, no qual Moreno et al. (2010) analisou 49 casos desta neoplasia.

Classificagao atual na espécie canina

Uma abordagem inicial até hoje utilizada em medicina veterinaria foi a
proposta por Moore e Olivry, (1994), subdividindo LC em dois grandes grupos,
baseado no tropismo das células neoplasicas pelo epitélio; linfoma cutaneo

epiteliotrépico (LCE) e linfoma cutaneo nao-epiteliotropico (LCNE).

1. Linfoma cutaneo epiteliotrépico (LCE)

O LC epiteliotropico é representado por infiltragéo de linfocitos T neoplasicos
em epiderme e estruturas anexas, pelo que também se denomina na medicina
veterinaria como um linfoma cutaneo canino de células T (LCCCT) (MOORE;
OLIVRY, 1994, MILLER et al., 2013). A classificagdo de linfoma epiteliotropico esta
bem estudada na literatura humana, mas €& ainda controversa na medicina
veterinaria (GROSS et al., 2005).

Trabalhos na espécie canina subdividiram o LCE em trés tipos: micose
fungdide (MF), reticulose pagetdide (formas localizada e generalizada) e sindrome
de Sézary (MOORE; OLIVRY, 1994, MILLER et al., 2013). O consenso em humanos
de 2005 da OMS-EORTC (Organizacdo Mundial da Saude — Organizagcdo Européia



de Investigacdo e Tratamento do Cancer) propuseram a reclassificagdo da
“‘reticulose pagetdide” convertendo-a a uma variante da MF, pelo qual recentes
trabalhos na medicina veterinaria, fundamentados nesta reclassificagdo sugerem
que o LCE canino deveria ser subdividido s6 em dois tipos: MF e sindrome de
Sézary e a reticulose pagetdide passaria a ser considerada uma variante da MF
(WILLEMZE et al., 2005).

1.1. Micose fungdide

A micose fungdide (MF) é considerada a forma mais comum de LC na
espécie canina e humana (MOORE; OLIVRY, 1994; WILLEMZE et al.,, 2005).
Acomete principalmente caes adultos e idosos que inicia-se na forma de manchas e
placas precedendo o estado tumoral. A progressdo é mais rapida quando
comparada com humanos e lesbes mucocutaneas sao também frequentes sendo
mais comuns na espécie canina. O prognostico é desfavoravel e a média de
sobrevida € de meses até dois anos nos caes (SCHMIDT, 2011). A MF pode se
manifestar no estado de tumor, sem passar pelos estados prévios de manchas e
placas e quando isto acontece, esta forma recebe o nome de MF de d’emblée
(FONTAINE et al., 2009).

A lesdo histopatoldgica classica caracteriza-se pelo tropismo das células
neoplasicas pela epiderme e estruturas anexas (foliculo piloso, glandulas apdcrinas
e glandulas sebaceas). Os linfécitos na epiderme podem apresentar distribuicéo
difusa ou agregados discretos denominados microabscessos de Pautrier's. As
estruturas anexas podem ser obliteradas pelo infiltrado neoplasico. Podem
apresentar moderada hiperqueratose, acantose epidérmica e mucino folicular. A
infiltracdo neoplasica pode ter progressao lenta na derme e paniculo ou rapida na
MF de d’emblée (MOORE; OLIVRY, 1994; MACHICOTE; GONZALEZ, 2008;
FONTAINE et al., 2009).

Estudos imuno-histoquimicos tém demostrado que 80% dos casos de MF sao
de células T citotoxicas (CD3+/CD4-/CD8+), 20% dos casos sao (CD3+/CD4-/CD8-)
(FONTAINE et al., 2009, 2010; WITHROW et al., 2013). Outra proteina presente na
superficie das células neoplasicas € o receptor das células T (TCR), caracterizado

por duas cadeias a3, yd. Em cdes com MF, o fen6tipo TCRyd € o mais frequente



(MOORE et al., 2009). Além disso, outra proteina com expressdo elevada é a
integrina B1 (VLA-4) (AFFOLTER, 2007).

1.1.1. Reticulose pagetoéide (Variante da MF)

Foi descrito em cdo com lesbes na mucosa oral, epitélio nasal e coxim plantar
e as alteragbes histopatologicas foram similares a reticulose pagetdide humana
(JOHNSON; PATTERSON, 1981). Clinicamente & impossivel diferenciar a reticulose
pagetoide da MF (FONTAINE et al., 2010). Na reticulose pagetdide as células
linféides malignas apresentam semelhanca morfolégica com as chamadas células de
Paget (células de carcinoma ductal). Quando o infiltrado neoplasico esta limitado
estritamente a epiderme e glandulas anexas recebe o nome de forma “Woringer-

Kolopp” a qual é geralmente localizada.

1.2. Sindrome de Sézary

A sindrome de Sézary estd associada com eritema e escamas na pele
(eritrodermia) e nos linfonodos e no sangue periférico € observada a presenca de
linfocitos neoplasicos grandes com nucleo hipercromatico que apresentam dobras na
estrutura nuclear de aparéncia cerebroide (células de Sézary). As lesdes histoldgicas
cutdneas sao similares as da MF e sua apresentagdo também é pouco frequente
(MACHICOTE; GONZALEZ, 2008; FONTAINE et al., 2009).

2. Linfoma cutaneo nao epiteliotropico (LCNE)

Este tipo de linfoma € pouco descrito na literatura veterinaria. Para varios
autores o LCNE na espécie canina é de rara apresentagdo e menos comum que O
LCE (MOORE; OLIVRY, 1994; FONTAINE et al., 2009; MILLER et al., 2013). Moore
et al. (2012) consideram que o LCNE é uma enfermidade complexa e heterogénea.
A manifestacdo clinica na maioria das vezes é generalizada e multifocal, os
nodulos/tumores sao presentes na maior parte dos casos podendo apresentar
formas bizarras do tipo arciforme e serpiginosa (MILLER et al., 2013). A OMS
classifica os LCNE como linfoma cutaneo de células T periférico, sem outra
especificagdo (MOORE et al., 2012; TORRES NETO et al., 2015),



Na avaliagdo histopatolégica sdo classicamente caracterizados por massas
nao encapsuladas, predominantemente localizadas na derme profunda e
subcutédneo, composta por lengodis, aglomerados ou agregados perivasculares
nodulares de células relativamente monomorficas. As células usualmente sao
grandes e semelhantes aos histiécitos. No entanto, as células podem ter grande
variagdo na sua morfologia. Os infiltrados neoplasticos possui distribuigdo ampla e
densa na derme e limitrofe com a epiderme. Geralmente existe infiltrado periférico
nas glandulas anexas e o epitélio delas ndo é invadido, embora existam excegdes
(MOORE; OLIVRY et al., 1994; GROSS et al., 2006).

Os LCNE em céaes também sao bastante heterogéneos e em relagdo a sua
caracterizacdo imunofenotipica (MILLER et al., 2013) poucos trabalhos existentes
mencionam um fendtipo de células T (CD3+, CD45+, CD8+/CD4- ou CD8-/CD4-) e
raramente de células B (MOORE; OLIVRY, 1994, DAY 1995; MOORE et al., 2012).
O prognodstico é desfavoravel devido a sua rapida progressdo, com meédia de
sobrevida de quatro a oito meses (MACHICOTE; GONZALEZ, 2008).

2.1. Linfoma cutéaneo de células T indolente (Nao-epiteliotropico)

Affolter et al. (2009) avaliaram oito cdes com um infiltrado linfoide cutaneo
restrito na derme, em estagio quiescente prolongado e com progressao lenta, que na
avaliagéo histopatoldgica possuiam semelhanga com quadro benigno de linfocitose
cutdnea observado em felinos e comumente em humanos. No acompanhamento
feito nos caes nao se observou regressao das lesdes e foi confirmada a presenca de
células T neoplasicas, juntamente com teste de clonalidade para o receptor de
células T. A progressao lenta ndo € comum para um linfoma cutaneo, portanto foi
concluido que se tratava de uma forma de linfoma cutaneo indolente de células T,

que ao longo do tempo pode progredir para um linfoma cutaneo de alto grau.

2.2. Linfoma cutaneo de células B (Nao-epiteliotropico)

A caracterizagao imunofenotipica realizada em cdes com LCNE identificou
dois casos com o imunofenétipo B, mediante a deteccdo da cadeia pesada da
imunoglobulina G (IgG) e imunoglobulina G2 (IgG2) no citoplasma dos linfocitos

(DAY, 1995). Um cao Golden Retriever de 10 anos apresentou lesées nodulares e



de lenta progressdo na pele. No exame histopatoldgico observou-se infiltrado na
derme e na periferia das glandulas anexas e o imunofenétipo foi estabelecido pela
reagao positiva ao anticorpo CD79a (DE BOSSCHERE; DECLERCQ, 2008).

Classificacao WHO — EORT, aspectos comparativos entre a espécie humana e
canina

Desde 1972, quando se descreveu pela primeira vez a doenca no cao, em
diferentes publicagdes foi mencionada a semelhanga com a MF humana (KELLY et
al.,1972). Ponce et al., (2010) sugerem que o cao, por se tratar de um companheiro
proximo ao homem e submetido as mesmas influéncias ambientais, frequentemente
€ considerado modelo util para o estudo da etiologia e a terapia do cancer. O valor
do modelo canino, neste aspecto, depende de distinguir os principais subgrupos de
linfomas em ambas as espécies utilizando uma classificagdo de confianca.

O ultimo consenso elaborado pela OMS— EORT reformulou a classificagao do
linfoma cutaneo na espécie humana (Tabela 1). Uma das razdes que motivou esse
consenso foi o variado comportamento biolégico dos linfomas cutaneos, quando
comparados com os linfomas nodais (WILLEMZE et al., 2005). No consenso foram
avaliados achados clinicos, caracteristicas histoldgicas (arquitetura de tumor,
morfologia das células tumorais e atividade mitética), imunofendtipo e em alguns
casos, alteragdes genéticas para estabelecer um diagnéstico final da doenga.

De acordo com as diretrizes atuais e aplicando esta classificacdo na espécie
canina, dos 20 tipos de LC humano até hoje descritos, unicamente quatro neoplasias
(MF, Reticulose Pagetéide e Sindrome de Sézary, LC primario de célula T periférica)
tem sido identificadas e relatadas na espécie canina (FONTAINE et al.,, 2010;
SCHMIDT, 2011; MOORE et al., 2012) (Tabela 1). O LC de células T indolente e o
LC de células B, relatados na espécie canina e acima citados, ndo foram
referenciados neste consenso.

Na literatura avaliada na medicina veterinaria destacaram-se as revisbes e
pesquisas realizadas por Peter Moore e colabores desde os anos 90, um resumo da
classificagdo ainda empregada do LC canino na literatura veterinaria, pode ser

observado a Tabela 2.



Tabela 1: Classificacgo OMS-EORTC para os linfomas cutdneos humanos com
manifestacdes primarias cutdneas. Em negrito as neoplasias identificadas na
espécie canina (MF, Reticulose Pagetoide e Sindrome de Sézary) (WILLEMZE
et al., 2005).

LINFOMAS CUTANEOS DE CELULAS T E DE CELULAS NK

Micose fungoéide

Micose fungdéide — variantes e subtipos

MF foliculotrépica

Reticulose pagetoide

Cdtis laxa granulomatosa

Sindrome de Sézary

Linfoma/leucemia de célula T do adulto

Doengas linfoproliferativas CD30+ cutaneas primarias
Linfoma cutaneo primario de grande célula anaplasica
Papulose linfomatoide

Linfoma subcutaneo de células T, paniculite-simile

Linfoma extranodal de célula T/NK, tipo nasal

Neoplasias ndo especificadas ou provisérias

Linfoma cutaneo primario de célula T periférica, nao especificado
Linfoma cutaneo primario agressivo de célula T CD8+ epidermotrdpica (provisorio)
Linfoma cutaneo de célula T yd (provisorio)

Linfoma cutaneo primario de pequena e média célula T CD4+ pleomorfica (provisorio)

Neoplasia de Precursor Hematoldgico

Neoplasia hematodérmica CD4+CD56+ (linfoma de célula NK blastica)

LINFOMAS CUTANEOS DE CELULAS B

Linfoma de células B de zona marginal cutaneo primario (LZM)
Linfoma centro folicular cutaneo primario

Linfoma difuso de células grandes B cutaneo primario, tipo das pernas
Linfoma difuso de células grandes B cutaneo primario

Linfoma de células grandes B intravascular (LCBGIV)




Tabela 2: Classificacdo do linfoma cutaneo canino baseada em distintas referéncias da area
de Medicina Veterinaria (MOORE; OLIVRY, 1994; DAY, 1995, MOORE et al.,
1998; DE BOSSCHERE; DECLERCQ, 2008; AFFOLTER et al., 2009; FONTAINE
et al., 2009; MILLER et al., 2013; MOORE et al., 2012).

LINFOMA CUTANEO DE CELULA T (Epiteliotrépicos).

Micose fungoide forma classica.
Variante MF: Reticulose pagetoide
Sindrome de Sézary

LINFOMA CUTANEO DE CELULA T (N&o epiteliotrépico).

Linfoma cutaneo primario de células T periférico, ndo especificado
Linfoma cutaneo de células T Indolente, ndo epiteliotrépico

LINFOMA CUTANEO DE CELULAS B (N3o epiteliotropico).

Linfoma Cutaneo nao-epiteliotropico de células B

Em cées, o LC de células T é definido como doenca de células CD8+,
contrariamente a forma humana, onde predominam as células CD4+ maduras
(MOORE; OLIVRY et al., 1994; FOURNEL-FLEURY et al., 2002). Desta forma, o LC
de células T canino pode ser melhor modelo para os subtipos raros de LC de células
T CD8+ humano (ex: LC primario agressivo de célula T CD8+ epidermotrdpico),
incluindo certas variantes que se apresentam principalmente antes dos 20 anos de
idade (DE LORIMIER, L.P. 2006; MILLER et al., 2013).

A maioria dos estudos na medicina veterinaria mencionaram a semelhanca
entre a MF humana e canina (KELLY et al., 1972, MOORE; OLIVRY et al., 1994;
MILLER et al., 2013) e pesquisas também evidenciaram marcantes diferengas entre
as duas espécies (Tabela 3) (MOORE; OLIVRY, 1994; WILLEMZE et al., 2005;
AFFOLTER, 2007; MACHICOTE; GONZALEZ, 2008; FONTAINE et al., 2009;
MOORE et al., 2012; MILLER et al., 2013; MIYASHIRO; SANCHES, 2015).



Tabela 3: Principais diferengas entre micose fungoide canina e humana (MOORE; OLIVRY,
1994; WILLEMZE et al., 2005; AFFOLTER, 2007; MACHICOTE; GONZALEZ,
2008; FONTAINE et al.,, 2009; MILLER et al., 2013; MOORE et al., 2012;

MIYASHIRO; SANCHES, 2015).

Tépico

Caninos

Humanos

Clinica

Comprometimento comum  das
jungdes mucocutaneas e cavidade
oral

Comprometimento raro das jungbes
mucocutaneas e cavidade oral

A MF canina é agressiva no céo,
com reduzida resposta ao
tratamento, rapida progresséao,
reduzidos intervalo livre de doenca
e tempo de sobrevida

A MF ¢é considerada doenca
indolente, com resposta satisfatéria
ao tratamento e sobrevida longa

Morfologia

Celular

Epiteliotropismo €& frequentemente
relatado. Formas dérmicas e
subcutaneas sao infrequentes

Epiteliotropismo reduzido esta
associado a progresséo da doencga e
invasdo na derme. Formas dérmicas
e subcutaneas sao frequentes

Frequente infiltrado neoplasico com
tropismo pelo epitélio do foliculo
piloso e glandulas anexas.

Raramente  observado infiltrado
neoplasico no epitélio do foliculo
piloso e glandulas anexas.

Fendtipo

Linfomas cutdneos de células B e
NK, sdo raramente descritos na
literatura veterinaria

Linfomas cutadneos de células B e
NK sao frequentemente encontrados
na rotina clinica

Pacientes com MF é comum o
fendtipo CD3+, CD4-, CD8+,
TCRyd

Pacientes com MF é comum o
fenodtipo CD3+, CD4+, CD8-, TCR af8

O desenvolvimento das técnicas diagndsticas na medicina veterinaria, como a
imuno-histoquimica e técnicas moleculares, permitira no futuro reconhecer novas
variantes de LC, que hoje a avaliagdo clinica e o estudo histopatolégico né&o
conseguem reconhecer e diferenciar. Sdo necessarios estudos sobre incidéncia e
prevaléncia em caes, que permitam conhecer o verdadeiro impacto desta doenga em

outras regidées do mundo.



10

Referéncias

AFFOLTER, V. K. Round cell tumors. Wokshop Skin Oncology. Bern. July 5-7,
p72-73. 2007.

AFFOLTER, V.K.; GROSS, T.L.; MOORE, P.F. Indolent cutaneous T-cell lymphoma
presenting as cutaneous lymphocytosis in dogs. Vet. Dermatol. 20: p.577-585,
2009.

CARDOSO, M.; NETO TORRES, R; AMORIM, R.; FABRIS, V. Micose fungoide em
um cdo. Vet. e Zootec. v. 13, n.2, p. 137-143, 2006.

DAY M.J. Immunophenotypic Characterization of Cutaneous Lymphoid Neoplasia in
the Dog and Cat. J. Comp. Path. Vol. 112, 79-96, 1995.

DE BOSSCHERE H.; DECLERCAQ J. Cutaneous nonepitheliotropic B-cell lymphoma
in a Golden retriever. Vlaams Diergeneeskundig Tijdschrift, 77- P 315-318. 2008.

DE LORIMIER L.P. Updates on the management of canine epitheliotropic cutaneous
T-cell ymphoma. Vet. Clin. of Nor. Am. Small Ani. Prac.; 36: p.213-28, 2006.

DIAS, F.R.; ANAI, L.A; JARK, P. et al., Estudo Retrospectivo de 33 casos de Linfoma
Cutdneo Canino. Anais do | simpdésio de oncologia comparada.

InvestigagaoFranca/SP/Br.v. 14, n. 3, 2015.

FIGHERA, R.A.; SOUZA, T.M.; RODRIGUES A.; SHMIDT, C.; BARROS C.S. Micose

fungoide em um cao. Clinica Veterinaria, n.45, p.34-8, 2003.

FRANCA RKN, DALTRO SRT, ANDERLINI GPOS, FERRI RC. Medvep Dermato -
Revista de Educagdo Continuada em Dermatologia e Alergologia Veterinaria.
Caracterizagdo e diagnostico das manifestagbes clinico-patologicas do linfoma

epiteliotropico (micose fungodide) em caes: relato de caso. Pag. 56-59, 2011.



11

FONTAINE, J.; BOVENS, C.; BETTENAY, S.; MUELLER, R. S. Canine cutaneous
epitheliotropic T-cell lymphoma: a review. Veterinary and Comparative Oncology,
v.7,n.1,p. 1-14, 2009.

FONTAINE, J.; HEIMANN, M.; DAY, M. J. Canine cutaneous epitheliotropic T-cell
lymphoma: a review of 30 cases. Veterinary Dermatology, v.21, p.267-275, 2010.

FOURNEL-FLEURY C.; PONCE F.; FELMAN P.; BLAVIER A. et al., Canine T-cell
Lymphomas: A Morphological, Immunological, and Clinical Study of 46 New Cases.
VetPathol 39:92-109, 2002.

GROSS T. L., IHRKE P. J., WALDER E. J., AFFOLTER V. K. Skin diseases of the
dog and cat. Clinical and Histopathologic Diagnosis. 2nd Ed., Blackwell Publishing,
lowa, pp. 882 — 888, 2006.

JARK, P.; VARGAS-HERNANDEZ, G.; ANAI, .LA; TINUCCI-COSTA, M.
Epidemiological Study of 60 cases of Cutaneous Lymphoma in Dogs in Sdo Paulo
State, Brazil. (Abstract) In: 39th World Small Animal Veterinary Association
(WSAVA) Congress, Cape Town, South Africa, 16 - 19 Sep. 2014.

JOHNSON J. A.; PATTERSON J. M. Canine Epidermotropic Lymphoproliferative
Disease Resembling Pagetoid Reticulosis in Man. Veterinary Pathology. 18:
487493 (1981)

KELLY D.F.; HALLIWELL R. E.; SCHWARTZMAN R. M. Generalized cutaneous
eruption in a dog, with histological similarity to human mycosis fungoides. British
Journal of Dermatology. 86, 164, 1972.

MACHICOTE, G.; GONZALEZ, J. L. Linfoma Cutaneo. Clin. Vet. Peq. Anim, 28 (1):
31-37, 2008.

MILLER, W.H.; GRIFFIN, C.E. CAMPBELL, K Tumors of lymphoid Origem. In: Muller
and Kirk’s Small Animal Dermatology, 7th edn. Philadelphia, PA: W.B. Saunders,
p.810-840, 2013.



12

MIYASHIRO, D.R.; SANCHES, J.S. Cutaneous lymphomas: A review. Cumhuriyet
Medical Journal, Volume: 37, P.267-86, 2015.

MORENO, K. Aspectos epidemiolégicos, morfolégicos e terapéuticos do linfoma
cutaneo e indices de proliferacao celular (PCNA e ki-67) no linfoma multicéntrico em
caes. Teses de Doutorado. Universidade Estadual De Londrina. 96 folhas, 17 de
dezembro de 2008.

MOORE P. F.; AFFOLTER V. K.; OLIVRY T.; SCHRENZEL M. D. The use of
immunological reagents in defining the pathogenesis of canine skin disease involving
proliferation of leukocytes. In: Kwochka K. W., Willemse T. en von Tscharner C.
Advances in Veterinary Dermatology. Vol. 3, Butterworth-Heinemann, Oxford, pp.
77 - 94. 1998.

MOORE, P. F.; OLIVRY, T. Cutaneous lymphomas in companion animals. Clinics in
Dermatology, v. 12, n.4, p. 499-505, 1994.

MOORE, P.; AFFOLTER, V.; KELLER, S. Canine inflamed nonepitheliotropic
cutaneous T-cell lymphoma: a diagnostic conundrum Advances in Veterinary
Dermatology. Edited by Sheila M. F. Torres. The Authors. Journal compilation.
ESVD and ACVD, p.220 — 227, 2012.

MOORE, P.F.; AFFOLTER, V.K.; GRAHAM, P.S.; HIRT, B. Canine epitheliotropic
cutaneous T-cell lymphoma: an investigation of T-cell receptor immunophenotype,
lesion topography and molecular clonality. Veterinary Dermatology, 20, 569-576,
2009.

MURPHY M.; OLIVRY T.; Comparison of T-lymphocyte proliferation in canine
epitheliotropic lymphosarcoma and benign lymphocytic dermatoses. Veterinary

Dermatology. Volume 11, Issue 2 Pages 99-105, 2000.

PALUMBO, M.I.P.; ROSSETT, V.J.V.; TORRES NETO, R.; et al., Epitheliotropic
cutaneous T-cell lymphoma associated with melanoma in a dog: case report. Arq.
Bras. Med. Vet. Zootec., v.67, n.3, p.664-670, 2015.



13

PONCE, F.; MARCHAL, T.; MAGNOL, J. P.; et al., A Morphological Study of 608
Cases of Canine Malignant Lymphoma in France with a Focus on Comparative
Similarities between Canine and Human Lymphoma Morphology. Veterinary
Pathology 47(3) 414-433, 2010.

RODIGHERI, S.M.; FARIAS, M.R.; WERNER, J.; MACEDO, T.R.; OSTROWSKI,
M.A.B. Sindrome de Sézary em cadela. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.59, n.5,
p.1330-1332, 2007.

RUEDA X., CORTES C. Linfomas Cutaneos. Rev Asoc Col Dermatol. Volumen 186,
namero 2, junio de, pag. 143-158, 2008.

SANTORO, D.; MARSALLA, R.; HERNANDEZ, J. Investigation on the association
between atopic dermatitis and the development of mycosis fungoides in dogs: a

retrospective case-control study. Veterinary Dermatology; 18: p.101-6, 2007.

SCHMIDT, V. Epitheliotropic T-cell cutaneous lymphoma in dogs. Companion
Animal. Vol 16 April, 2011.

TORRES NETO, R.; WERNER, J.; SEQUEIRA, J.L.; LAUFER AMORIM, R. Linfoma
cutdneo de células t canino: estudo anatomo clinico de 57 casos (2013-2015).
Revista de Educac¢ao Continuada em Medicina Veterinaria e Zootecnia, [S.|], v.
13, n. 3, p. 59-60, 2015.

VALLI, V. E. SAN MYINT, M. BARTHEL, A. BIENZLE, D. et al. Classification of
Canine Malignant Lymphomas According to the World Health Organization Criteria

Veterinary Pathology; Volume: 48 issue: 1, page(s): 198-211, 2010.

WILLEMZE R, JAFFE ES, BURG G, CERRONI L, BERTI E, SWERDLOW SH, ET
AL., WHO-EORTC classification for cutaneous lymphomas. Blood; 105: 3768-86,
2005.

WITHROW, S.J.; VAIL, M. D. Hematopoietic Tumors. In: Small animal clinical
oncology.5. ed. St Louis: Saunders, p. 608, 2013.



14

CAPITULO 2: ESTUDO EPIDEMIOLOGICO DO LINFOMA CUTANEO EM CAES

Resumo

Foram analisados neste estudo 29 casos de linfoma cutédneo canino atendidos
no Hospital Veterinario da Unesp (Universidade Estadual Paulista), campus de
Jaboticabal, SP, Brasil. Os cades acometidos foram provenientes de 13 cidades
diferentes do Estado de Sao Paulo; um tergo ndo apresentaram definicdo racial e a
média de idade no momento do diagnéstico foi de 7,8 anos. A apresentagéao clinica
predominante das lesdes cutaneas foi nodulos/tumores (86,2%), seguida por ulceras
(75,8%) e placas (51,7%). Na avaliagao histopatolégica, a forma nao epiteliotrépica
foi a mais frequente (75%). Lomustina e prednisolona foram os farmacos
terapéuticos de eleicdo (70-90mg/m?). O tempo de sobrevida média apds o momento
do diagnéstico foi de 26 dias. As variaveis que tiverem influéncia positiva (P<0,1) na
sobrevida foram o epiteliotropismo e alteragbes hematoldgicas poés quimioterapia
(anemia, leucopenia e trombocitopenia). Observou-se resposta desfavoravel ao
tratamento, progressao rapida da neoplasia e sobrevida reduzida nos 29 caes deste

estudo.

Palavras chaves: epiteliotrépico, quimioterapia, caninos, incidéncia.
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CHAPTER 2 - EPIDEMIOLOGICAL STUDY OF CUTANEOUS LYMPHOMA IN
DOGS

Abstract

This study analyzed 29 cases of canine cutaneous lymphoma attended at the
Veterinary Hospital of Unesp (Universidade Estadual Paulista), Jaboticabal, SP,
Brazil. Results showed that they were from 13 different cities at State of S&o Paulo; a
third of all dogs had no racial definition and the average age at diagnosis was 7.8
years. The predominant clinical presentation of skin lesions was nodules / tumors
(86.2%), followed by ulcers (75.8%) and plaques (51.7%). Histopathological
evaluation revealed that the epitheliotropic form was the most frequent (75%).
Lomustine was the therapeutic protocol of choice (70-90mg/m2). The average
survival time after diagnosis was 26 days. The variables that had a positive influence
(P <0.1) on survival were epitheliotropism and hematological alterations after
chemotherapy (anemia, leukopenia and thrombocytopenia). Poor response to
treatment, rapid neoplasia progression and reduced survival were observed in the 29

dogs in this study.

Keywords: chemotherapy, incidence, dogs, epitheliotropic
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Introducgao

O linfoma é considerado uma neoplasia maligna comum e compreende 7% de
todas as neoplasias que afetam os caes. A variante cutanea do linfoma, por sua vez,
€ considerada incomum com incidéncia de 5% entre todos os linfomas (WITHROW
et al., 2013). A auséncia ou a presencga de linfécitos neoplasicos no epitélio € uma
caracteristica utilizada para classifica-lo em: linfoma cutaneo epiteliotrépico (LCE),
com tropismo de linfocitos T pela epiderme e estruturas anexas e o linfoma cutédneo
nao epiteliotropico (LCNE), com invasédo de linfécitos T ou B exclusivamente na
derme e / ou paniculo (MOORE et al., 1994).

A classificacdo do linfoma cutdneo em humanos é muito mais complexa,
controversa e constantemente sujeita a mudancas baseadas no comportamento
clinico, achados na histopatologia e no imunofendtipo. A micose fungdide e suas
variantes compreendem o LC mais prevalente (50% de todos os LC) e estudado em
humanos (MIYASHIRO E SANCHES, 2015).

O LCE e o LCNE mimetizam outras dermatopatias e a apresentacgao clinica
de ambas as formas é muito variavel, ndo sendo possivel sua diferenciagao pelo
exame fisico. Geralmente iniciam-se com eritrodermia, que progride para manchas,
placas e finalmente lesdes nodulares/tumorais. A fase disseminada é rara e as
células neoplasicas podem ser detectadas no sangue circulante e linfonodos
(sindrome de Sézary). A pele é o local mais comum de apresentacao, porém lesdes
também podem ser encontradas na cavidade oral e nas jungbes mucocutaneas
(FONTAINE et al., 2009; MILLER et al., 2013).

A citologia pode confirmar neoplasia de células redondas ou linfoma e o
diagnostico € confirmado com biopsias de pele. Mesmo assim, em alguns casos, a
avaliacao histopatologica pode ser inconclusiva e sugerem como diferencial as
desordens histiociticas, que devem ser caracterizadas com auxilio da técnica de
imuno-histoquimica (MOORE et al., 1994; FONTAINE et al., 2009).

Na maioria dos casos, o diagnostico é realizado em estados avangados da
doenga e o uso de quimioterapia antineoplasica é a primeira opgao terapéutica,
sendo nestes casos a lomustina o quimioterapico de escolha no tratamento de LCE
e LCNE. Alguns trabalhos referem remissdo completa em caes com doses de 50
mg/m? (GRAHAM; MYERS, 1999; DE LORIMIER, L.P. 2006). Outros trabalhos
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referem remissdes completas e parciais (78%-83%) com doses de entre 60 - 70
mg/m? e em média trés a quatro doses (RISBON et al., 2004; WILLIAMS et al.,
2006). As respostas terapéuticas sado variaveis e o prognéstico destas neoplasias é
desfavoravel (DE LORIMIER, L.P. 2006; MOORE et al., 2012).

Entre 2007 e 2012 foi realizado um levantamento da casuistica de LC no
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) — Unesp, campus de Jaboticabal - SP, o qual detectou um total
de 60 ocorréncias, com média anual de 10 casos e incidéncia de 0,35% ao ano
(JARK et al.,, 2014). Estes dados sao superiores aos reportados em estudos
realizados na Florida e Reino Unido, com incidéncias de 0,02% e 0,08%,
respectivamente (EDWARDS et al., 2003; SANTORO et al., 2007).

O frequente diagndstico desta doenga na casuistica deste Hospital Veterinario
motivou esta pesquisa, com o intuito de se analisar os casos de LC, determinar
variaveis epidemioldgicas e clinico-evolutivas e comparar os resultados obtidos com

a literatura mundial.

Material e métodos

O referido estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da FCAV - Unesp, Campus de Jaboticabal (Protocolo n° 10.339/16).
Realizou-se um estudo descritivo e retrospectivo de caes com resultados de bidpsias
positivas para LC, provenientes do estado de Sao Paulo e atendidos entre abril de
2013 e fevereiro de 2016 (34 meses), no Hospital Veterinario “Governador Laudo
Natel” da FCAV — Unesp, campus de Jaboticabal — SP.

Foram incluidos 29 casos e o critério de inclusdo foi o resultado de bidpsia
positivo para LC (placas, nédulo ou tumor). De cada ficha clinica foram compilados
dados referentes a raga, sexo, idade, cidade de origem, antecedentes de
dermatopatias, avaliagdo semioldgica das lesdes e as analises de laboratorio obtidas
na avaliacéo inicial, antes do inicio do tratamento quimioterapico (hemograma, ALT,
creatinina, proteinas totais e albumina).

Foram também observados os protocolos quimioterapéuticos e a cada sessao
de quimioterapia foram avaliadas as respostas obtidas frente ao tratamento,

conforme descrito por Dhaliwal et al. (2003): remissdo completa (desaparecimento
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da doencga clinica), remissao parcial (diminuigdo maior ou igual a 50% do tamanho
do tumor sem novos focos), doenga estavel (diminuigdo ou aumento menor que 50%
do tamanho do tumor) e doenga progressiva (aumento em pelo menos 50% do
tamanho do tumor, ou o aparecimento de novos focos). Também foram registrados
os eventos adversos ap6s quimioterapia (alteragbes no exame clinico € nas analises
de laboratério) e determinado o grau de toxicidade, baseado no consenso do grupo
de oncologia cooperativa veterinaria (VCOG-CTCAE, 2011). Finalmente foi
determinado o tempo de sobrevida de cada paciente, considerando este como o
tempo decorrido entre o diagndstico do linfoma cutaneo e o ébito do animal.

Os dados coletados foram registrados em uma base de dados do programa
Excel para posterior analise descritiva das variaveis em estudo, determinando a
frequéncia absoluta e percentual das variaveis quantitativas. A sobrevida foi obtida
pelo teste de Kaplan Meier com um intervalo de confianga de 95% utilizando o
software GraphPadPrism versao 5. Também foram analisadas as correlagbes entre
o tempo de sobrevida (em dias) e as variaveis em estudo, pelos métodos de
LongRank, Breslow e Tarone-Ware, utilizando o programa SPSS Statistics, com um
intervalo de confianca de 90%. As analises foram feitas no Departamento de
Ciéncias Exatas da FCAV - UNESP, Jaboticabal, SP.

Resultados

Dos 29 caes que participaram deste estudo, 34,4 % (10/29) eram caes sem
raca definida (SRD) e 65,5% (19/29) de diferentes ragas, dentre elas: Boxer (5),
Golden Retriever (4), Yorkshire Terrier (2), Poodle (2), Lhasa Apso (1), Fox
Paulistinha (1), Cocker Spaniel (1), Bulldog Ingles (1), Dalmata (1), Husky Siberiano
(1). Neste estudo, 15 eram fémeas e 14 eram machos e a média de idade no
momento do diagndstico foi de 7,8 anos, com intervalo 3 a 15 anos.

Os caes eram provenientes de seis diferentes microrregides do estado de Séo
Paulo (PALMER et al.,, 2002), sendo 13 de Araraquara (Matdo, Araraquara,
Fernando Prestes, Santa Ernestina, e Borborema), 10 de Ribeirdo Preto
(Jaboticabal, Ribeirdo Preto, Jardinépolis e Sertdozinho), dois de Barretos
(Bebedouro), dois de Catanduva (Catanduva), um de Orlandia (Sado Joaquim da

Barra) e um de Campinas (Campinas).
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Cinco céaes apresentavam quadro de dermatite no momento do atendimento
(dermatite atdpica, dermatite acral por lambedura, escabiose acompanhada de otite
externa bilateral cronica, dermatite alérgica a picada de pulgas (DAPP), dermatite
umida).

As lesbes cutaneas associadas com a neoplasia foram classificadas em
primarias e secundarias (Tabela 1) (GROSS et al., 2005).

Tabela 1: Classificagdoes das les6es cutaneas (primarias e secundarias) encontradas
nos 29 caes com linfoma cutaneo (adaptado de GROSS et al., 2005).

Lesoes primarias (n) %
Noédulo/tumor 25/29 86,2%
Placa 15/29 51,7%
Eritema 14/29 48,2%

Lesdes secundarias (n) %
Ulceras 22/29 75,8%
Crostas 6/29 20,6%
Escamas 3/29 10,3%
Erosbes 2/29 6,8%

Algumas das lesdes primarias apresentaram padrdo morfolégico variado,
sendo observados arranjo anular em 6,9% (2/29), arciforme em 3,4% (1/29),
serpiginosa em 10,3% (3/29) e mistas em 20,6% (6/29) (Figura. 1).
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Vargas-Hernandez. Unesp.

Figura 1: Fotografia da regido ventral do abdémen de cao da raga Yorkshire Terrier, 9 anos,
apresentando lesdes mistas de padrao anular (seta azul), serpiginosa (seta verde) e
arciforme (seta preta). Material didatico Unesp/Jaboticabal (2014)

Outros sinais dermatolégicos registrados em iguais proporgdes foram prurido
e alopecia em 27,5% (8/29).

As juncdes mucocutaneas estavam comprometidas em 34,4% (10/29) dos
casos, principalmente localizadas nas palpebras, labios e narinas (Figura 2). Lesbes
na cavidade oral foram detectadas em 17,2% (5/29), localizadas exclusivamente na

lingua (Figura 3).
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Vargas-Hernandez.Unesp

Figura 2: Fotografia de lesGes comprometendo as jungdes mucocutaneas de narina e labios,
além da pele de um cdo da raga boxer de 8 anos. Material didatico
Unesp/Jaboticabal (2015)

Figura 3: Fotografia de les&o na lingua (seta), de cdo da raga Golden Retriever de 8 anos.
Material didatico Unesp/Jaboticabal (2015)

As lesbes exibiram distribuicdo generalizada, difusa e assimétrica em 96,5%

(28/29) dos casos, acometendo principalmente o pescogo, regiao dorsal de térax e
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abddémen (Figura 4). A forma localizada foi identificada em apenas um animal

(3,4%), como tumor solitario na parede téraco-abdominal esquerda (Figura 5).

Vargas-Hernandez.Unesp

Figura 4: Fotografia da lateral esquerda de cdo da raga boxer, de 8 anos apresentando
nodulos generalizados, com distribuigdo difusa e assimétrica. Material didatico
Unesp/Jaboticabal (2015).

Figura 5: Fotografia da lateral esquerda de cdo SRD, de 6 anos apresentando uma massa
Unica lobulada. Material didatico Unesp/Jaboticabal (2015)

Edema subcutédneo em diferentes locais (membros toracicos ou pélvicos,
regiao ventral do térax ou abdémen) estiveram presentes em 31% dos casos (9/29).
Linfonodomegalia no momento do diagnéstico foi observada em 72,4%

(21/29) dos caes, dentre os quais apenas um animal recebeu laudo citolégico
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sugestivo de linfoma. Como n&o foram realizadas citologias ou biopsias dos
linfonodos, a verdadeira natureza do aumento do tamanho ndo ficou caracterizada.

Foram encontradas anormalidades nas andlises laboratoriais no hemograma,
como anemia de leve a moderada, do tipo normocitica / normocrémica foram
registradas em 65,5% (19/29) dos casos, trombocitopenia (média 143.000 plaqg/uL)
em 34,5% (10/29) e leucopenia (média 4.266 cel/uL) em 20,6% (6/29). As
anormalidades bioquimicas mais encontradas foram elevagdo da alanina amino-
transferase (ALT) (média dos animais doentes: 342,3 U/L) em 10% (3/29) dos casos,
da creatinina sérica (média dos animais doentes: 3mg/dL) em 10% (3/29),
hiperproteinemia (média dos animais doentes: 9,4 g/dL) em 40% (11/29),
hipoproteinemia (média dos animais doentes: 5,3 g/dL) em 10% (3/29),
hipoalbuminemia (média dos animais doentes: 2,04 g/dL) em 55% (16/29).

A citologia prévia do noédulo/tumor ou placa cutdnea mostrou resultados
sugestivos de linfoma. A confirmagéao foi dada pela bidpsia e exame histopatoldgico,
por meio do qual os linfomas cutaneos foram classificados como LCNE (n=22) ou
como LCE (n=7).

Dos 29 cades com linfoma, 82,79% (24/29) receberam tratamento
quimioterapico. Em 22 caes, o protocolo de primeira escolha foi a base de lomustina
(70-90 mg/m?) a cada 21 dias, associado a prednisona. Um cdo recebeu CHOP
(vincristina, ciclofosfamida, doxorrubicina e prednisona), devido a inexisténcia de
lomustina no mercado naquele momento; outro apenas a prednisona como unica
modalidade terapéutica, devido a caréncia de recursos econdmicos do proprietario
(Tabela 2).

A associagao de lomustina com outros quimioterapicos foi utilizada em dois
casos. Um deles recebeu L-asparaginase e o outro fosfoetanolamina, metotrexato e
bleomicina, este ultimo por via intratumoral. Estas associacdes foram implementadas
devido a grave progressao dos tumores cutaneos apds a utilizagdo da lomustina
isoladamente. Dos 29 caes, cinco nao receberam tratamento quimioterapico por
apresentarem alteragdes clinicas e laboratoriais, que contraindicavam o uso destes
farmacos.

A resposta a quimioterapia antineoplasica foi variavel nos 24 caes tratados

(Tabela 2); remisséo parcial apresentada em 10 caes teve duragdo média de 14 dias
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(7-34 dias), seguida por progressdo da doencga, apesar do tratamento. A média de
sobrevida desses caes foi de 44 dias (15-114 dias). Nos 14 cédes com doenga
progressiva, a média de sobrevida foi de 40 dias (10-120 dias). Remissao completa

e doenca estavel nao se verificou em nenhum dos pacientes deste estudo.

Tabela 2: Protocolos utilizados e resposta a quimioterapia antineoplasica dos
pacientes acometidos por linfoma cutéaneo. Jaboticabal, SP.

Tratamento N° Remissdo Parcial Doenca progressiva
34,4% (10/29) 48,2% (14/29)
Lomustina/Prednisona 20 9 11
Lomustina/Prednisona (associadas) 2 1* 1**
CHOP 1 0 1
Prednisona 1 0 1

*L-asparaginase
** fosfoetanolamina, metotrexato e bleomicina (IT)

Dos cinco caes que nao receberam tratamento quimioterapico, a doenca foi
progressiva em 13,7% (4/29); um (3,4%) apresentou remissao parcial apos
tratamento de gastrite, posteriormente houve progressao da doenga. A média de
sobrevida destes cinco caes foi de 12 dias (6-16).

O efeito toxico da quimioterapia foi percebido em 11 dos 24 caes tratados.
Leucopenia por neutropenia e anemia foram detectadas em 63,6% (7/11),
trombocitopenia e vémito em 54,5% (6/11), anorexia e elevagdo de enzimas
hepaticas em 36,3% (4/11), diarreia em 27,2% (3/11) e azotemia em 18%(2/11).
Treze caes nao retornaram ao Hospital Veterinario apds a primeira sessao de
quimioterapia, pelo qual nao foi possivel sua reavaliagdo. A distribuicdo dos efeitos
adversos mais comuns, de acordo com Grupo de Cooperacdo em Oncologia
Veterinaria - Critérios terminolégicos comuns para eventos adversos (VCOG-
CTCAE), em 2011 estao representados na Tabela 3. A média de sobrevida dos 29
animais com LC foi de 26 dias, representada pela curva de Kaplan-Meier (Figura 6).
Quinze pacientes do estudo morreram por causas desconhecidas e 14 sofreram
eutanasia por solicitacdo dos proprietarios. A decisao foi pautada por uma somatéria

de sinais clinicos, dentro dos quais se descrevem: anorexia, vomito, prostragao,



25

diarreia, edema nos membros e regiao ventral de abdémen, dispneia, progressao da

doenca cutanea e dor.
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Figura 6: Curva de Kaplan Meier para a probabilidade de sobrevida em fungéo do tempo de
sobrevida (dias) dos 29 caes com linfoma cutaneo, em pontilhado o intervalo de

confianga 95%
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Tabela 3: Distribuicao dos efeitos adversos mais comuns observados nos 11 caes
com LIinfoma Cutidneo que receberam tratamento quimioterapico, de
acordo com Grupo de Cooperagdo em Oncologia Veterinaria - Critérios
terminolégicos comuns para eventos adversos (VCOG-CTCAE) (2011).

Evento adverso e Grau n=11 Protocolo
Leucopenia/neutropenia 7 (63,6%)
Grau1  1500-Limite normal baixo 4 (36,3%) Lomustina/Prednisona
2 (18,1%) Lomustina/Prednisona
Grau2 1000-1499 yL
CHOP
Grau3 500-999 pL 1(9%) Lomustina/Prednisona
Anemia 7 (63,6%)
4 (36,3%) Lomustina/Prednisona
Grau 1 30%- Limite normal baixo
Prednisona (1)
3 (27,2%) Lomustina/Prednisona
Grau 2 20a<30%
CHOP (1)
Trombocitopenia 6 (54,5%)
Grau 1 100.000 pL — Limite normal baixo 2 (18,1%) Lomustina/Prednisona
3(27,2) Lomustina/Prednisona
Grau 2 50.000-99.000 pL
CHOP (1)
Grau 3 25.000-49.000 pL 1(9%) Lomustina/Prednisona
Elevagao enzima hepatica (ALT) 4 (36,3%)
Grau 1 =Limite superior do normal ate 1.5x LSN 1(9%) Lomustina/Prednisona
Grau 2 >21.5-4.0x LSN 1(9%) Lomustina/Prednisona
2 (18,1%) Lomustina/Prednisona
Grau 3 >4.0- 10X LSN
Prednisona
Incremento da creatinina 2 (18,1%)
Grau2 =21.5-2.0XLNS 1(9%) Lomustina/Prednisona
Grau4 =22.0-3.0XLNS 1(9%) Prednisona

*LSN (limite superior normal)
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As variaveis que tiveram influéncia positiva na sobrevida, segundo as analises
estatisticas (significancia P < 0,1) foram: epiteliotropismo, anorexia, anemia,
leucopenia e trombocitopenia. As outras variaveis mencionadas neste estudo néo
apresentaram significancia estatistica (P < 0,1) no tempo de sobrevida ou

prognostico dos pacientes (Tabela 4).

Tabela 4: Associagao entre as variaveis do estudo e o tempo de sobrevida de 29 caes
acometidos por linfoma cutidneo, sdo descritas a confiabilidade, erro e
significancia (P<0,1) de cada variante, Jaboticabal, SP.

Tipo de variante Variante Confiabilidade Erro Significancia
% % P<0,1
Sexo <90% >10% NS
Epidemiolégica Idade <90% >10% NS
Edema <90% >10% NS
Dermatite <90% >10% NS
Clinica Prurido <90% >10% NS
Lesdo mucocutanea <90% >10% NS
Les&o oral <90% >10% NS
Anemia <90% >10% NS
Leucopenia <90% >10% NS
Achados Trombocitopenia <90% >10% NS
laboratoriais Hiperproteinemia <90% >10% NS
Hipoalbuminemia <90% >10% NS
Epiteliotropismo 93,5% 6,5% 0,065
Protocolo Quimioterapico <90% >10% NS
Resposta ao tratamento <90% >10% NS
Anorexia 93,6% 6,4% 0,064
Evolugao clinica Vémito <90% >10% NS
e resposta Elevacao alanina aminotransferase <90% >10% NS
ao tratamento Anemia 93,8% 6,2% 0,062
Leucopenia 91,8% 8,2% 0,084
Trombocitopenia 94.6% 5,4% 0,054

NS: Néo significativa

Discussao

Aspectos epidemiolégicos
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Frequentemente os trabalhos de revisdo e estudos retrospectivos sobre cées
acometidos por LC desenvolvidos no exterior, mencionaram ragas puras, tais como
os Cocker Spaniel, Poodles e Boxer como as mais predispostas (MOORE; OLIVRY,
1994; FONTAINE et al., 2009; FONTAINE et al., 2010). Entretanto, no estudo em
tela, a incidéncia do LC foi maior nos caes SRD, o que corrobora com outros estudos
realizados no Brasil (JARK et al., 2014; TORRES NETO et al., 2015; DUARTE et al.,
2016). Desconhece-se a causa desta incidéncia em cdes SRD e sugere-se que a
maior incidéncia se deva ao fato que estes cdes sao expressivamente mais
numerosos na casuistica do HV / Unesp / Jaboticabal. Nos ultimos sete anos foram
atendidos nesse mesmo hospital uma média anual de 2733 caes, aproximadamente
50% destes eram SRD. O HV /Unesp / Jaboticabal, atende principalmente pessoas
da classe sécial com poucos recursos econdmicos, que usualmente adquirem caes
SRD, principalmente da rua ou em campanhas de adog¢ao nos centros de zoonoses
e organizagdes nao governamentais (ONGs). Isto pode explicar, ao menos em parte,
a alta incidéncia de LC nesses caes. Quanto aos caes de raga, os mais acometidas
foram Golden Retriever e Boxer, esta ultima raca também relatada na literatura
mundial (FONTAINE et al., 2009).

Os caes acometidos por LC neste estudo foram animais de meia idade a
idosos, concordando com o relatado em outros paises e regides do mundo
(FONTAINE et al., 2010; JARK et al.,, 2014; DUARTE et al., 2016). Uma menor
porcentagem, 13,7% dos casos de LC, eram adultos jovens (entre dois e quatro
anos de idade). Assim, esta doenca pode se apresentar em qualquer faixa etaria, ao
menos nesta regido do estado de Sao Paulo, Brasil.

Quanto a predisposi¢ao sexual, houve similaridade entre os géneros, tal como
o descrito em outros estudos (FONTAINE et al., 2009; DIAS et al., 2015). Portanto,
esse fator parece nao exercer influéncia na etiopatogenia do LC.

O numero de caes afetados pelo linfoma cutadneo no Brasil € desconhecido. A
maioria dos estudos apresenta a incidéncia desta enfermidade em alguns Hospitais
Veterinarios de instituicbes educativas do estado de Sao Paulo e Parana (Tabela 5).
No campus da Unesp / Botucatu / SP, um estudo desenvolvido entre 2013 e 2015
refere um total de 57 casos (TORRES NETO et al., 2015). Na mesma instituicao,

Duarte et al., (2016) analisaram a resposta ao tratamento em 15 caes com LC. Na
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universidade do Estado de Sdo Paulo /USP, s&o relatados um total de 13 casos
entre 1995 e 2009 (KIMURA et al., 2011). Na Universidade de Franca, SP (Unifran)
descrevem 33 casos com diagnéstico de LC nas cidades de Franca, Jaboticabal e
Ribeirao Preto, sem contudo referir o periodo da coleta de dados (DIAS et al., 2015).
Em Jaboticabal, SP, 60 casos foram atendidos entre os anos de 2007 e 2013 (JARK
et al., 2014), principalmente provenientes das cidades de Jaboticabal, Araraquara e
Matédo (22/60). Resultados similares foram obtidos nesta pesquisa (16/29), muito
embora esses dados de incidéncia possam estar sendo influenciados pela
localizagéo geografica do HV/Unesp/Jaboticabal, onde o estudo foi desenvolvido. De
qualquer forma, a alta incidéncia nesta regido do Estado de S&o Paulo suscita a
necessidade de novas pesquisas que determinem possiveis fatores etiolégicos desta
neoplasia.

No estado do Parana, especificamente na Universidade Estadual de Londrina
(UEL), entre 1990 e 2008, foi realizado um estudo retrospectivo de LC, reportando
49 casos. Exame histopatoldgico realizado em 21 casos mostrou que 12 eram LCNE
e nove LCE (MORENO et al., 2010) (Tabela 5).

Tabela 5: Incidéncia de linfoma cutaneo relatado em Instituicoes de Ensino Superior
de Medicina Veterinaria nos estados do Parana e Sao Paulo.

Estado Universidade Ano/Divulgacao (n)
Parana UEL / Londrina 2010 49
Sao Paulo USP / Sao Paulo 2011 13
Séo Paulo Unesp / Jaboticabal 2014 60
Sao Paulo Unesp / Botucatu 2015 57
Sao Paulo Unifran / Franca 2015 33
Sao Paulo Unesp / Botucatu 2016 15
Sao Paulo Unesp / Jaboticabal Presente estudo / 2017 29

Alteragdes clinicas e laboratoriais ao diagnostico
A associagdo entre dermatite e LC tem sido pesquisada. Estudos em

humanos mostram aumento nos casos de micose fungdide em pacientes com
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antecedentes de dermatite atopica (FONTAINE et al., 2009). Os autores relacionam
a desregulacdo do sistema imune quando exposto por longos periodos ao estimulo
antigénico induzindo a proliferacdo das células tumorais e potencialmente
desencadeando o LC. Em medicina veterinaria apenas um estudo preliminar
apresentou a associacao entre as duas enfermidades, contudo o nimero de animais
(19 caes) e a curta duragao do estudo (cinco anos) impedem afirmar uma relagéao
causa-efeito (SANTORO et al., 2009). Em nosso estudo, 17,2% dos céaes tinham
antecedentes de dermatopatias associadas a estimulos crénicos antigénicos
(dermatite atopica, dermatite alérgica a picada de ectoparasitas, dermatite umida
aguda, escabiose e otite cronica), o que pode figurar como fator predisponente no
desenvolvimento do cancer, conforme sugerido na literatura (FONTAINE et al.,
2009). Entretanto, apenas um cao apresentava quadro dermatolégico cronico
avangado (dermatite atopica) no momento do diagndstico do LC.

As lesbes dermatolégicas encontradas no estudo em tela podem ser
comparadas com outras de casos publicados na literatura (Tabela 6) (BEALE et
al.,1993; FONTAINE et al., 2010), e desta forma confrontar a forma clinica mais
comumente apresentada nos caes, segundo a classificacdo proposta por Miller et al.
(2013). Estes autores propdem que o LC seja decorrente de um quadro progressivo
de lesdes que se sobrepdem; assim descrevem cinco apresentacdes clinicas:
eritrodermia esfoliativa, manchas/placas, nodulo/tumor, enfermidade ulcerativa da
mucosa oral e a forma mucocutanea, sendo isoladas ou associadas entre as
diferentes formas. Em nosso estudo, nao foi possivel reconhecer as formas isoladas
de lesbGes e a apresentacdo mais comum foi a de ndédulo/tumor (28/29), a qual
esteve acompanhada das outras formas de apresentacdo (placas, ulceras na
mucosa oral e formas mucocutaneas) gerando complexas apresentagdes mistas. As

formas de eritrodermia esfoliativa e mancha nao foram detectadas neste estudo.
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Tabela 6: Sinais e lesdes dermatolégicas detectadas nos 29 caes que receberam o
diagnéstico de linfoma cutaneo. Jaboticabal, SP, 2016.

Presente estudo 2017. Fontaine et al., 2010 Beale et al., 1993

(Brasil). % (Bélgica). % (USA). %
Eritema 48.2 86.6 80.8
Placas 51.7 73.3 61.5
Erosao/Ulcera 75.8 60 42.3
Escamas 10.3 60 61.5
Noédulos/Tumores 86.2 53.3 57.7
Crostas 20.6 46 38.5
Mucocutaneas 34.4 50 38.5
Cavidade oral 17.2 N&o disponivel Nao disponivel
Prurido 27.5 40 38.5

Adaptado de Fontaine et al., (2010).

Nos histéricos obtidos, 65% dos proprietarios referiram que o surgimento das
lesbes (placas ou ndédulos) ocorreu de modo subito e apresentaram crescimento
rapido (de 11 a 60 dias). Trinta e cinco por cento dos pacientes restantes
apresentaram periodos um pouco mais longos de evolugdo da doenca (60 a 180
dias). Nos EUA, o surgimento das lesGes apresenta periodos de tempo variados.
Segundo Miller et al. (2013) o quadro de LCE é progressivo de meses a anos
(quadro indolente), enquanto para Moore e Olivry, (1994) e Moore et al. (2012) caes
com LCNE tém quadros agressivos e de progressao rapida, o que foi condizente
com este estudo onde houve uma correlagdo positiva (P<0,05) entre o
epitelitropismo e o tempo de sobrevida. Caes com LCE tiveram sobrevidas mais
longas (media 58 dias) quando comparado com os caes com LCNE (média de
sobrevida de 31 dias), evidenciando um comportamento mais agressivo neste ultimo
grupo de cées.

Na maioria dos casos de LC, a distribuigcdo das lesbes é generalizada, difusa
e assimétrica (FONTAINE et al., 2009, MILLER et al., 2013), tal como no presente
estudo, tendo em vista que apenas um cio apresentou uma massa localizada na
parede toéraco-abdominal esquerda (Figura 5). Vale acrescentar que o
comportamento deste tumor em especial foi extremamente agressivo, mesmo com o

uso de poliquimioterapia (lomustina, metotrexato, bleomicina intratumoral e
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fosfoetanolamina) a sobrevida foi de 54 dias. Este caso pode ser associado a uma
variante do LC descrita em humanos denominada como forma d'emblée,
caracterizada pelo surgimento de um tumor de forma subita, sem passar por fases
prévias como manchas, placas ou nodulos. Esta forma d'emblée esta sendo
reclassificada em humanos e se considera que seja um subtipo de linfoma T
periférico (MOORE; OLIVRY, 1994; GOMEZ; PEREZ, 2001).

Alteracdes clinicas nao referidas na literatura consultada e associadas com
LC que neste estudo estiveram presentes, foram o edema em uma porcentagem
apreciavel dos pacientes (40%). O edema subcutaneo localizado nos membros
pélvicos, toracicos e regido ventral de térax e abdbmen foi atribuido ao
comprometimento da drenagem linfatica causada pelas massas cutaneas infiltradas,
associado a hipoalbuminemia. Outra causa citada, que nao foi possivel confirmar
neste estudo e que pode ser associada ao quadro avangado de LC é o
acometimento dos linfonodos pelo tumor, comprometendo também a drenagem
linfatica, como referenciado por Fighera et al. (2006).

Na abordagem inicial dos pacientes verificou-se, na avaliagao laboratorial
anemia, hipoalbuminemia, hiperproteinemia e trombocitopenia. Todas estas
alteracbes sdo comumente encontradas em doengas neoplasicas de curso cronico,
com ou sem associagdo de sindromes paraneoplasicas (WITHROW et al., 2013),
assim também como em doengas transmitidas pelos carrapatos (Ehrlichia sp.,
Babesia sp., Anaplasma sp., Hepatozoon sp.) (NEER et al., 2002; VIERA et al.,
2011), comuns nesta regido do Brasil, além de outras enfermidades crbnicas. A
presenca de co-morbilidades é uma situagcéo ainda pouco estudada na avaliagéo de
pacientes caninos com cancer e o impacto delas seria capaz de influenciar

negativamente a resposta ao tratamento e o progndstico.

Evolugéo clinica e resposta ao tratamento

Em caes, o LC é uma doengca complexa com caracteristicas clinicas e
morfologicas heterogéneas. Dois grandes grupos foram classificados, o LCNE e
LCE. Os poucos trabalhos relacionados com a incidéncia destas duas formas
referem que o LCE possui taxa de apresentacdao maior quanto comparado com
LCNE (MOORE; OLIVRY, 1994; MILLER et al.,, 2013). Pesquisas no Brasil
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detectaram, pelo contrario, maior incidéncia do LCNE (DIAS et al., 2015; DUARTE et
al.,2016), concordante com o presente estudo. O LCNE é caracterizado por um
baixo indice de resposta ao tratamento e progndstico desfavoravel, sendo citados
em alguns trabalhos sobrevida média de nove meses (1-24) (FONTAINE et al., 2009;
FONTAINE et al., 2010; MOORE et al.,, 2012). Interessante ressaltar que na
casuistica de LC do hospital veterinario onde foi desenvolvido este estudo, a
sobrevida media dos pacientes a partir do diagndstico foi de 26 dias (6 -114 dias) e
sé coincidente com o trabalho de Duarte et al. (2016), que observou uma média de
22 dias. Esta curta sobrevida pode estar relacionada com estagios avangados da
doenca no momento do diagndstico.

A quimioterapia antineoplasica com lomustina é o tratamento de eleicdo de
caes com LC (GRAHAM; MYERS, 1999; DE LORIMIER, L.P. 2006), tal como o
empregado na maior parte dos pacientes do presente estudo. A taxa de remisséo
completa ndo foi alcancada, mesmo com doses entre 70-90mg/m? sendo que
apenas 31% apresentaram remissdo parcial, com posterior progressao da doenca.
Varios fatores, alguns deles ja discutidos, podem ser a causa da baixa resposta a
lomustina e baixa sobrevida dos pacientes, quando comparadas com outros
trabalhos: estagio avangcado da doencga e co-morbilidades infecciosas. Duarte et al.
(2016), também referem a baixa resposta a lomustina, (53%) e sugerem a
necessidade de estabelecer adequacgéo terapéutica, ja que doses de 90 mg/mz,
levaram a respostas moderadas, entretanto a importantes efeitos adversos nos
pacientes. Outro fator que estd em estudo € a resisténcia a lomustina gerada pela
presenca de proteina de reparagdo do ADN-alquil transferase alkyl guanine-ADN O6
(AGT), o que torna as células neoplasicas resistentes aos efeitos bioldgicos
induzidos por agentes como a lomustina (RABIK et al., 2006).

A avaliagdo da toxicidade gerada pelo tratamento quimioterapico nao foi
realizada em todos os pacientes, pois dos 24 caes que receberam quimioterapia,
apenas em 11 deles foi feito acompanhamento apds a primeira sessio. Leucopenia
e trombocitopenia foram as alteragdes de maior relevancia. Citopenias devido a
mielossupressao foram documentadas com o uso de lomustina (DE LORIMIER, L.P.
2006) Em outros trabalhos ha mencdo de hepatotoxicidade, caracterizada por
elevagbes de ALT (KRISTAL et al.,, 2004; LARA et al.,, 2004), o que néao foi
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evidenciado neste estudo, talvez devido ao reduzido numero de sessbes de
lomustina administradas aos pacientes, muito embora o unico paciente que foi
submetido a cinco sessdes de lomustina, também nao apresentou sinais clinicos, ou
mesmo alteracdes laboratoriais sugestivas de disfungdo hepatica. Um resultado do
nosso estudo foi a correlagéo positiva (P<0,1) entre as alteragdes clinicas (anorexia)
e hematicas (anemia, leucopenia e trombocitopenia) apds quimioterapia e o tempo
de sobrevida dos pacientes. Wang et al. (2015), confirmaram como o tempo de
sobrevida foi prolongado em cdes com linfoma que apresentaram
leucopenias/neutropenias apds quimioterapia. A mielosupressdo causada pela
quimioterapia evidencia que células de crescimento rapido foram lesadas pelo
farmaco o que inclui as células neoplasicas. Sendo assim, o controle do doenca
pode ter influenciado o tempo de sobrevida mais prolongado dos pacientes. Outro
fator a se considerar neste estudo foi o grau de toxicidade nas alteragdes
hematolégicas que foram leves a moderadas (Grau 1 — Grau 2, respectivamente);
reacdes adversas de maior severidade (Graus 4 ou 5) poderiam ter diminuido o
tempo de sobrevida (VCOG-CTCAE, 2011).

Conclusoées

Linfomas cutaneos em caes se apresentam como lesdes generalizadas, mais
frequentes em cées de raga, de meia idade, sem predilegdo de género, independem
de lesdes cutdneas preexistentes, tém pobre resposta a quimioterapia, reduzida
sobrevida, e ocorréncia registrada em cidades da regiao nordeste do Estado de Sao
Paulo, SP. Os caes doentes apresentam-se anémicos e forma epiteliotrépica parece

ter prognostico mais favoravel.
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CAPITULO 3 - CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E IMUNOFENOTIPICA DO
LINFOMA CUTANEO: ESTUDO COMPARATIVO ENTRE AS ESPECIES CANINA
E HUMANA

Resumo

O linfoma cutdneo canino ¢é considerado uma neoplasia rara, com
comprometimento primario da pele e caracteristicas clinicas, morfolégicas e
imunofenotipicas ainda pouco estudadas e compreendidas. O objetivo deste estudo
foi comparar achados de 25 bidpsias cutédneas de caes com linfoma cutdneo com os
achados morfologicos e perfil imunofenotipico da literatura da mesma patologia na
espécie humana. Amostras foram coletadas no Servico de Oncologia do Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel” — Unesp - Campus de Jaboticabal, entre 2013
e 2016. A avaliagdo morfologica revelou 19 casos de linfoma cutédneo néo
epiteliotropico e seis de linfoma cutaneo epiteliotrépico. Na caracterizacao
morfolégica, o padrdo de distribuicdo do infiltrado neoplasico difuso foi o mais
comum (56%), com células neoplasicas predominantemente grandes (56%),
infiltrado periférico em glandulas anexas (88% dos casos) e indice mitotico alto em
68% dos casos. O painel imuno-histoquimico desenhado para este estudo identificou
em 52% dos casos o fenétipo CD3+/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ Granzima B+,
correspondente aos linfomas cuténeos de células T periférico em humanos (LCTP) e
em 40% dos casos o fenétipo CD3+/ CD8+/ CD30+/ CD56+ ou CD56-/ Granzima B+,
frequente no linfoma cutaneo primario de grande célula anaplasico. Neste estudo, a
forma nao epiteliotropica do linfoma cutaneo canino apresentou morfologia e

fendtipo semelhante ao linfoma cutaneo de célula T periférico em humanos.

Palavras chaves: pleomorfismo, micose fungdide, marcadores, Granzima.
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CHAPTER 3 - MORPHOLOGICAL AND IMMUNOPHENOTYPIC
CHARACTERIZATION OF CUTANEOUS LYMPHOMA: A COMPARATIVE STUDY
BETWEEN CANINE AND HUMAN SPECIES.

Abstract

Canine cutaneous lymphoma is considered a rare neoplasm, with primary
involvement of the skin, clinical, morphological and immunophenotypic features still
poorly studied and understood. The objective of this study was to compare the
morphological findings and immunophenotypic profile of 25 cutaneous biopsies in
dogs with cutaneous lymphoma. The samples were collected at the Oncology
Service of the "Governador Laudo Natel" Veterinary Hospital - Unesp - Jaboticabal
Campus between 2013 and 2016. The morphological evaluation revealed 19 cases
of cutaneous non-epitheliotropic lymphoma and six cases of cutaneous epithelial
lymphoma. In the morphological characterization, the distribution pattern of the
diffuse neoplastic infiltrate was the most common (56%), with predominantly large
neoplastic cells (56%), peripheral infiltrates in adjacent glands (88% of cases) and
high mitotic index in 68% of Cases. The immunohistochemical panel designed for this
study identified the CD3 + / CD8 + / CD30- / CD56- / Granzyme B + phenotype,
frequently found in peripheral cutaneous T-cell lymphomas in humans and in 40% of
The CD3 + / CD8 + / CD30 + / CD56 + or CD56- / Granzyme B + phenotype,
common in primary cutaneous large cell anaplastic lymphoma. In this study, the non-
epitheliotropic form of cutaneous canine lymphoma presented morphology and

phenotype similar to peripheral cutaneous T-cell lymphoma in humans.

Keywords: Granzyme, markers, mycosis fungoides, pleomorphism.
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Introducgao

Linfoma cuténeo canino € uma neoplasia de linfocitos, subdividido nas formas
epiteliotropica e a nao epiteliotrépica, segundo o tropismo da célula neoplasica pela
epiderme (MILLER et al., 2013). Cada forma pode apresentar variantes, dependendo
do comportamento clinico, particularidades morfolégicas e fenétipo. Em humanos, o
linfoma cutaneo epiteliotrépico apresenta duas variantes: a micose fungdide e a
sindrome de Sézary (FONTAINE et al., 2010). Nos cées a forma n&o epiteliotrépica é
menos estudada (MOORE et al., 2012). No Brasil, o linfoma cutaneo ja foi
identificado em caes e novas pesquisas estao se desenvolvendo visando determinar
a incidéncia e caracteristicas desta neoplasia nesta regido do mundo (JARK et al.,
2014; TORRES NETO et al., 2015; DUARTE et al., 2016).

A classificagdo do linfoma canino vigente se fundamenta na classificagdo
humana proposta pela Organizagdo Mundial da Saude (WILLEMZE et al., 2005).
Nessa classificagdo, sdo avaliados achados clinicos, caracteristicas histoldgicas
(arquitetura de tumor, morfologia das células tumorais e atividade mitética),
imunofendtipo e alteragdes genéticas, que reunidas definem a variante de linfoma
cutaneo, concluindo diagndstico definitivo, na maioria das vezes (SOO et al., 2011).

Em pacientes humanos com neoplasias cutaneas, faz parte da abordagem
diagndstica determinar a origem e o tipo de célula que caracteriza o tumor (BARRA,
2006, LARA-TORRES; ORTIZ-HIDALGO, 2009). No diagnéstico final, a
determinacdo do imunofenédtipo usando anticorpos monoclonais € uma etapa
obrigatéria para tomar decisdes terapéuticas e estabelecer um progndstico. Em
teoria, alguns marcadores sao especificos para um tipo particular ou origem celular,
mas pode ocorrer sobreposicdo, devido a uma unica célula precursora que possui
capacidade de originar diferentes tipos de células maduras, permitindo que
marcadores indiquem a linhagem de desenvolvimento comum que possam estar
expressos em diferentes tipos de células. Sendo assim, o padrdao de expressao de
um marcador CD é fortemente sugestivo de um determinado tipo ou linhagem
celular, mas pode nao ser definitivo. Para se aproximar de forma mais precisa e
confiavel do diagndstico sdao desenhados algoritmos baseados em painéis de

marcadores celulares que permitem determinar o tipo (CD3, CD20, CD79a, CD56
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entre outros) e subtipo celular (CD4, CD8, entre outros), assim como seu grau de
agressividade (Granzima B, TIA1, entre outros) (CAMPBELL et al., 2010).

O método diagndstico utilizado em humanos com linfoma cuténeo esta
baseado no uso de painéis imuno-histoquimicos, ja que apenas um unico marcador
celular ndo consegue diferenciar os diferentes tipos, subtipos e variantes de linfomas
cutaneos classificados. Este tipo de abordagem permite caracterizar as populagées
linféides neoplasicas e outras populagdes ndo neoplasicas de origem T, B ou NK
(GALLARDO; PUJOL, 2004).

Uma primeira triagem é feita com anticorpos que permitem diferenciar as
populagdes T (CD3), B (CD20) e NK (CD56). Uma segunda etapa diagndstica em
linfomas de células T é determinar a progressao do processo linfoproliferativo
maligno, obtido pelas analises de varios marcadores e entre eles o CD7 e CD30. O
marcador CD7 é expresso normalmente em linfécitos maduros, e a perda da sua
expressao acontece na transformacao tumoral. O marcador CD30 permite identificar
o nivel de atividade das células T, e sua marcagcao permite diferenciar variantes de
linfoma cutaneo com piores prognésticos (CAMPBELL et al., 2010). Finalmente, o
grau de agressividade e citotoxicidade do tumor é dado por diferentes marcadores,
dentre eles o Granzima B, perforinas e o antigeno intracelular de células T (TIA 1),
cuja marcagao sinaliza pior prognéstico para o paciente (GALLARDO; PUJOL, 2004,
CAMPBELL et al., 2010).

Frente a semelhanca do linfoma cutidneo humano e canino relatada em varios
estudos (MOORE e OLIVRY, 1994, FONTAINE et al., 2010; MILLER et al., 2013), o
objetivo da presente pesquisa foi determinar as semelhangas e diferengas
morfolodgicas e imunofenotipicas desta neoplasia entre ambas as espécies, utilizando
como populagdo de estudo, caes atendidos no Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel” - Unesp - Campus de Jaboticabal com diagnéstico de linfoma cutaneo
e compara-los com os critérios utilizados pela WHO — EORT em humanos com esta
neoplasia (morfologia e fenotipo) (WILLEMZE, et al., 2005).

Especificamente foram pesquisadas as diferentes variantes morfolégicas de
linfoma cutaneo canino, segundo a classificagdo utilizada na espécie humana;
determinado o imunofendtipo de cada paciente, empregando painel imuno-

histoquimico utilizado na rotina diagndstica de humanos com linfoma cuténeo. A
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seguir, foram analisadas as variantes do linfoma cutdneo humano que maior
semelhanga apresentou com o fenétipo canino identificado. Finalmente avaliaram-se
as correlagdes entre o tempo de sobrevida (em dias) e as variaveis morfologias e

fendtipos obtidos neste estudo.

Material e métodos
Animais

O referido estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp, Campus de
Jaboticabal (Protocolo n° 10.339/16). Um total de 29 cdes com LC, diagnosticados
por meio de exame histopatolégico foram atendidos no Servico de Oncologia do
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” — Unesp - Campus de Jaboticabal, no
periodo de abril de 2013 a fevereiro de 2016. Para a coleta do material, todos os
pacientes foram submetidos a anestesia geral, de acordo com os protocolos
empregados no setor de anestesiologia do Hospital Veterinario. Foram coletadas
amostras das lesdes cutaneas (tamanhos entre 0,5 e 1cm?®) evitando areas de
necrose que em seguida foram fixadas em formalina 10% tamponada com PBS, por
24 a 48 horas e transferidas para alcool onde permaneceram até seu
processamento histopatoldgico. Das 29 amostras selecionados, cinco foram
excluidas, devido as amostras terem sido danificadas durante o processamento
histoldgico.

As referidas amostras, apos processamento histotécnico de rotina, foram
avaliadas por dois patologistas colaboradores de acordo com o consenso proposto
pela World Health Organization - WHO e a European Organization for Research and
Treatment of Cancer — EORTC, onde sao classificados os linfomas cutaneos
humanos (WILLEMZE et al.,, 2005). Dentro dos aspectos analisados foram
considerados:

e Padrao arquitetural do infiltrado celular (difuso ou nodular).

e Tropismo do infiltrado neoplasico (epidérmico, dérmico ou hipodérmico).

e Tamanho das células neoplasicas (linfécitos pequenos, médios ou grandes).

e Localizagdo das células neoplasicas: periférica ou infiltrante nas estruturas

anexas da epiderme (foliculo piloso, glandulas sebaceas)
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e Indice mitético.

O indice mitético foi estimado nas amostras histopatolégicas contando-se as
figuras mitdticas em 10 campos de grande aumento (400x). Um baixo indice mitético
foi definido como, 0-2 mitoses / 10 campos, intermediario 3-5 mitoses / 10 campos e
alto 6 ou mais mitoses / 10 campos (CARTER et al., 1986; FOURNEL-FLEURY et
al., 2002).

Imunotipificacéo

As reacbes de imuno-histoquimica foram realizadas no Laboratério de
Analises Clinicas Veterinarias VETPAT, na cidade de Campinas, SP, onde as
amostras tumorais foram incluidas em parafina e seccionadas em cortes de 3um de
espessura e, posteriormente foram dispostas em |adminas de vidro polarizadas
silanizadas (Starfrost®). Os cortes foram submetidos a desparafinizagédo e
hidratagdo em uma sequéncia de xilois e alcodis. Posteriormente foi realizada o
bloqueio da peroxidase enddgena por meio de imersdo das laminas em solugido de
70mL de metanol e 30mL de perdxido de hidrogénio (30vol.), por 15 minutos. Para
recuperagao antigénica utilizaram-se duas solu¢des tampao, ou citrato 10 mM, pH
6,0, ou Tris-EDTA com Tween 20, pH 9,0 (Tab.1). A recuperagao antigénica de
todos os anticorpos foi em banho-maria a 92°C, por 20 minutos.

Apés o resfriamento das laminas por 20 minutos em temperatura ambiente,
procedeu-se o bloqueio das proteinas inespecificas através da incubacdo das
ldaminas em leite em pd Molico® (5%) diluido em PBS, durante 25 minutos. Os cortes
foram incubados em camara umida com os anticorpos primarios overnight (por 18
horas), seguindo os protocolos descritos na Tabela 1.

Subsequentemente, todas as laminas foram incubadas com complexo de
polimeros ligados a peroxidase (Kit Advance, DAKO). As reagdes foram reveladas
pelo substrato cromégeno Diamino benzidina - DAB (segundo recomendacgdes do Kit
— DAB Reagent Set KPL®) de 5-8 minutos e contra coradas com hematoxilina de

Harris por um minuto.
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Tabela 1: Anticorpos primarios utilizados em linfomas cutineos caninos, com sua
respectiva localizagdo de marcagao, clones, marcas, diluicbes e tampoes
empregados. 2016.

Anticorpos Localizacao Clone Marca  Diluicao Tampao
Marcacéo Recuperacao
Antigénica
CD3 Membrana T3 DAKO 1:300 Citrato
CD4 Membrana 4B12 DAKO 1:30 EDTA
CD8 Membrana C8/144B DAKO 1:30 Citrato
CD7 Membrana CBC.37 DAKO 1:20 EDTA
CD30 Membrana/Golgi BER-H2 DAKO 1:50 EDTA
CD20 Membrana L26 DAKO 1:50 Citrato
CD56 Membrana 123C3 DAKO 1:100 EDTA
Granzima Granulos EP230 Cell 1:30 EDTA
B citoplasmaticos Marque

Entre as etapas foram realizadas duas lavagens das laminas em solugao
tampéo salina com fosfato (PBS) pH 7,2, com duragao de cinco minutos cada, com
excecdo da etapa entre o bloqueio das proteinas inespecificas e o anticorpo
primario.

Como controle positivo utilizaram-se cortes de linfonodos de cées sadios. O
controle negativo foi conseguido pela substituicdo do anticorpo primario por
imunoglobulina G de camundongo. A avaliagdo dos resultados das reagdes imuno-
histoquimicas foi realizada com o auxilio de um microscépico de luz acoplado a
camera digital. As células positivas foram identificadas de forma manual pela

visibilizacao de localizagao da marcagéao celular (membrana, citoplasma, nucleo).

Algoritmo diagndéstico dos linfomas cutédneos
Depois de obtidos os resultados das reacdes de imuno-histoquimica foram
empregados nas amostras de cdes um algoritmico para o diagnéstico dos linfomas

cutaneos de célula T e NK na espécie humana (Figura 1) (SOO et al., 2011).
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Na primeira etapa, foram diferenciadas as neoplasias de células T das
neoplasias de células B mediante a expressao dos marcadores Pan-T (CD3,
CD7) e auséncia do marcador Pan-B (CD20) (Figura 1, Etapa I).

Tendo identificada a populagao de células T, a seguinte etapa foi classificar
os grupos CD30+ e CD30- (Figura 1, Etapa Il).

Subsequentemente foram identificadas a presenga de granulagdes citotoxicas
(Granzima B) na populacdo CD30+ e CD30-, respectivamente (Figura 1,
Etapa Ill).

Na ultima etapa foram identificados os subtipos celulares T (CD4, CD8) e a
populagao de células NK (CD56) (Figura 1, Etapa V).

Com esta triagem foram determinados os diferentes fenoétipos de linfoma
cuténeo nos cées do estudo.

A partir do fenétipo foram identificadas as diferentes variaveis e subtipos de
linfoma cuténeo (diagndsticos diferenciais) das amostras de caes deste

estudo (Figura 1. Etapa V).
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Figura 1: Abordagem algoritmica para o diagndstico de neoplasias de células T e NK.
Linfoma anaplésico de grandes células (ALCL); linfomas de células T associados
com enteropatia (EATL); linfoma de células T periférico (PTCL); ndo especificado
de outra forma (NOS); disturbio linfoproliferativo (LPD); micose fungdide (MF);
linfoma de células T semelhante a paniculite subcutanea (SPTCL); sindrome de
Sézary (SS) (Modificado de SOO et al., 2011).

Analise estatistica

Analise descritiva das variaveis em estudo (morfoldégicas e fenotipicas),
determinando as frequéncias absolutas e percentuais das variaveis quantitativas. A
sobrevida foi obtida pelo teste de Kaplan Meier com intervalo de confianga de 95%,
utilizando o software Graph Pad Prism versdo 5. Finalmente analisaram-se as

correlagdes entre o tempo de sobrevida (em dias) e as variaveis em estudo, pelo



48

método de Long Rank, utilizando o programa SPSS Statistics, com um intervalo de
confianga de 95%. As analises foram feitas no Departamento de Ciéncias Exatas da

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal, SP.

Resultados
Morfologia dos linfocitos neoplasicos

A avaliacdo morfoldgica dos 25 casos de linfoma cutaneo deste estudo estédo
resumidos na Tabela 2 e detalhados no Apéndice 1. Distribuicado difusa (Figura 2. A
e E) foi observada em 56% dos casos (14/25), difusa/nodular em 32% dos casos
(8/25) e nodular em 12% dos casos (3/25) (Figura 2. F). Epiteliotropismo foi
detectado em 24% dos casos (6/25) (Figura2. B) e n&o epiteliotropismo em 76%
(19/25) (Figura 2. A e C). As células neoplasicas apresentaram tamanhos variados,
sendo 56% (14/25) de tamanho grande, 24% (6/25) (Figura 2. D) uma combinagéo
de células de tamanho grande e médio, 12% (3/25) de tamanho pequeno e 8%
(2/25) de tamanho médio.

Infiltrado neoplasico na periferia das estruturas anexas da epiderme (foliculo
piloso, glandulas sebaceas, apdcrinas e sudoriparas) foi evidenciado em 88% dos
casos (22/25) (Figura 2. A e E) e ausente em 12% dos casos (3/25) (Figura F).

O indice mitético foi alto em 68% dos casos (17/25), médio em 32% dos

casos (8/25) e o indice mitotico baixo néo foi observado em nenhum caso.
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Tabela 2: Resumo das caracteristicas morfolégicas encontradas nos 25 casos de

linfoma cutaneo canino

Avaliagao Resultado
Difusa 56% (14/25)
Distribuicao Difusa/nodular 32% (8/25)

Nodular

12% (3/25)

Epiteliotropismo

24% (6/25)

Epiteliotropismo N&o epiteliotropismo 76% (19/25)
Grande 56% (14/25)
Tamanho Grande/médio 24% (6/25)
das células Pequeno 12% (3/25)
Médio 8% (2/25)
Infiltrado neoplasico/ Presente 88% (22/25)
periferia das estruturas Ausente 12% (3/25)
anexas
Alto 68% (17/25)
indice mitdtico Médio 32% (8/25)
Baixo 0%
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Figura 2: Fotomicrografias de linfomas cutdneos de cédes (coloragdo de hematoxilina e
eosina) A. Derme e hipoderme, com infilirado de linfocitos neoplasicos de
distribuicdo difusa na periferia de glandulas anexas (seta) (aumento de 40x). B.
Epiderme evidenciando infiltrado de linfocitos atipicos, alguns hipercromaticos com
halos claros (seta) (aumento de 400X). C. Marcado infiltrado neoplasico em derme
e epiderme (aumento de 400x). D. Hipoderme com infiltrado de células grandes, de
nucleo redondo com multiplos nucléolos pequenos adjacentes a membrana nuclear
com aparéncia blastica (setas), na qual também se observam algumas figuras de
mitoses (aumento de 400x). E. Infiltrado difuso na periferia de glandulas anexas
(seta), derme e hipoderme (aumento de 40x). F. Infiltrado nodular neoplasico em
hipoderme (setas) e auséncia de infiltrado em derme e periferia de glandulas
anexas (aumento de 40x)



51

Imunotipificagdo dos linfomas cutdneos

Os resultados das imunomarcagdes de CD3, CD20, CD4, CD8, CD7, CD30,
CD56 e Granzima B, das biopsias de LC de caes estdo representados na Figura 3,
0s quais permitiram determinar o imunofenétipo dos 25 casos e agrupa-los segundo

o epiteliotropismo encontrado na avaliagdo morfologica (LCNE e LCE) (Tabelas 3 e
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Figura 3: Representagéo dos resultados da marcacgao das reagdes imuno-histoquimicas com
os anticorpos CD20, CD3, CD4, CD8, CD30, CD56, CD7 e Granzima B, obtidos das
amostras de 25 casos de linfoma cutaneo em caes.
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Tabela 3: Imunofenétipo identificado nos seis casos de linfoma cutineo canino
epiteliotréopico (LCE). Jaboticabal 2016.

N° | Identificacdo Imunofendtipo LCE
dos animais

1 03 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ CD7-/ Gra+
2 05 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30+/ CD56-/ CD7-/ Gra+
3 12 CD20-/ CD3/+ CD4-/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ CD7-/ Gra+
4 17 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ CD7+/ Gra+
5 20 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ CD7-/ Gra+
6 23 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ CD7-/ Gra+

Tabela 4: Imunofenétipo identificado nos19 casos de linfoma cutineo canino ndo
epiteliotropico (LCNE). Jaboticabal 2016.

N° Identificacdo Imunofendétipo LCNE
dos animais

1 01 CD20+/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30+/ CD56-/ CD7-/ Gra+
2 02 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ CD7-/ Gra+

3 04 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30+/ CD56+/ CD7+/ Gra+
4 06 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ CD7-/ Gra+

5 07 CD20-/ CD3+/ CD4+/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ CD7-/ Gra+

6 08 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ CD7-/ Gra+

7 09 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30-/ CD56+/ CD7-/ Gra+

8 10 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30+/ CD56+/ CD7+/ Gra+
9 11 CD20-/ CD3+/ CD4+/ CD8+/ CD30+/ CD56+/ CD7+/ Gra+
10 13 CD20+/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ CD7-/ Gra+

11 14 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30+/ CD56-/ CD7-/ Gra+

12 15 CD20-/ CD3+/ CD4+/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ CD7-/ Gra+

13 16 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ CD7+/ Gra-

14 18 CD20-/ CD3+/ CD4+/ CD8+/ CD30-/ CD56+/ CD7-/ Gra+
15 19 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30+/ CD56+/ CD7-/ Gra+
16 21 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30+/ CD56+/ CD7-/ Gra+
17 22 CD20-/ CD3+/ CD4+/ CD8+/ CD30+/ CD56+/ CD7-/ Gra+
18 24 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ CD7-/ Gra+

19 25 CD20-/ CD3+/ CD4-/ CD8+/ CD30+/ CD56+/ CD7-/ Gra+

Todas as amostras (100%) apresentaram marcagéo para as células T (CD3+)
e células T citotoxicas (CD8+) (Figura 4. A, B e F). Interessante que 20% (5/25) das
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amostras CD8+, também apresentaram marcagcao por CD4 (células auxiliares)
(Figura 4. E) o que permitiu definir uma populagdo com dupla marcagao
CD8+/CD4+. Na totalidade das amostras a dupla marcacao negativa (CD4-/CD8-),
nao foi detectada.

Células B foram identificadas pelo marcador CD20 em 8% dos casos (2/25)
(Figura 4. C e D). Uma populacado mista T+ e B+ foi observada em 8% dos casos
(2/25).

O antigeno de linfocitos T maduros CD7, foi evidenciado em 20% dos casos
(5/25) (Figura 5. A). O marcador de ativacao de linfécitos T (CD30) foi evidenciado
em 40% dos casos (10/25)(Figura 5. B) e de células NK (CD56) em 36% dos casos
(9/25) (Figura 5. C)

A molécula citotdxica Granzima B, foi positiva em 96% dos casos e apenas
um caso nao houve marcagéao (1/25) (Figura. 5. D).

A analise dos 25 imunofendtipos mediante o algoritmo diagnéstico desenhado
para este estudo permitiu identificar trés fenotipos predominantes (Tabela 5).
Cinquenta e dois por cento dos caes (13/25) apresentaram o fenétipo CD3+, CD8+,
CD30-, CD56- e Granzima B+, dos quais oito eram nao epiteliotrépicos e cinco
epiteliotrépicos. Quarenta por cento (10/25) apresentaram o fenétipo CD3+, CD8+,
CD30+, CD56+ ou CD56-e Granzima B+; destes, nove foram nao epiteliotropicos e
um epiteliotropico. Oito por cento (2/25) apresentaram fenétipo CD3+, CD8+, CD30-,

CD56+ e Granzima B+ e eram do tipo n&o epiteliotrépicos.

Tabela 5: Descricao dos fenétipos predominantes, detectados nos 25 casos de
linfoma cutédneo canino e sua distribuicdo segundo o epiteliotropismo

FENOTIPO Casos % LCNE LCE
CD3+/ CD8+/ CD30-/ CD56-/ Granzima B+ 13 52 8 5
CD3+/ CD8+/ CD30+/ CD56+ ou CD56-/ Granzima B+ 10 40 9 1
CD3+/ CD8+/ CD30-/ CD56+/ Granzima B+ 2 8 2 0

LCNE - linfoma cutdneo nao epiteliotropico; LCE - linfoma cutdneo nao
epiteliotropico
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Figura 4: Fotomicrografias das rea¢des de imuno-histoquimica para detecgédo dos anticorpos

primarios CD3, CD20, CD4 e CD8. Método polimero DAB. Linfoma cutaneo canino.
A. Derme com infiltrado de linfécitos com imunomarcagao pelo anticorpo CD3
(400x). B. Derme com infiltrado de linfécitos imunomarcados pelo anticorpo CD3
(400X). C. Hipoderme com infiltrado de linfécitos com imunomarcagdo pelo
anticorpo CD20 (200x). D. Derme com infiltrado de linfécitos imunomarcados pelo
anticorpo CD20 (400x). E. Derme com infiltrado de linfécitos com imunomarcagéo
pelo anticorpo CD4 (400x). F. Derme com infiltrado de linfocitos com
imunomarcacéo pelo anticorpo CD8 (400x).
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Figura 5: Fotomicrografias das reagdes de imuno-histoquimica para detecgédo dos anticorpo
primarios CD7, CD30, CD56 e Granzima B. Método polimero DAB. Linfoma cutaneo
canino. A. Derme com infiltrado de linfocitos com imunomarcagédo pelo anticorpo
CD7 (200x). B. Derme com infiltrado de linfécitos e imunomarcacgéo pelo anticorpo
CD30 (400X). C. Derme com infiltrado de linfocitos imunomarcados pelo anticorpo
CD56 (400x). D. Hipoderme com infiltrado de linfécitos imunomarcados pelo
anticorpo Granzima B (200x).

Efeito das variaveis sobre o tempo de sobrevida.

A média de sobrevida dos 25 animais com LC foi de 28 dias, representada
pela curva de Kaplan-Meier (Figura 6). Neste estudo n&o foram encontradas
correlagdes positivas ou negativas entre as caracteristicas morfolégicas ou
fenotipicas com o tempo de sobrevida dos pacientes. O valor de confianga foi inferior

ao 90% e o nivel de erro superior ao 10%.
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Figura 6: Curva de Kaplan Meier para a probabilidade de sobrevida em fungéo do tempo de
sobrevida (dias) dos caes com linfoma cutdneo, em vermelho o intervalo de
confianca 95%.

Discussao

Neste estudo a avaliagdo morfoldgica evidenciou maior frequéncia de LCNE
(76%) quando comparada ao LCE, mormente estudos de prevaléncia e incidéncia
desta neoplasia em outras partes do mundo mostrem predominio de LCE. Moore;
Olivry (1994) mencionaram que a forma n&o epiteliotropica € menos comum na
espécie humana e canina e frequente em felinos, conceito partilhado por outros
autores (FONTAINE; DAY, 2010; MILLER et al., 2013). No Brasil, frequéncia similar
entre LCNE e LCE foi detectada em estudo desenvolvido em Minas Gerais, com 34
caes com LC (44% LCE e 41% LCNE) (ARAUJO et al., 2012), como também em
outra pesquisa de Londrina em que de 21 cdes com a neoplasia, 57% foram LCNE e
43% LCE (MORENO, 2010). Da mesma forma, em Botucatu, SP, Brasil, um estudo
de 15 casos evidenciou maior incidéncia da forma ndo epiteliotropica (86%). Estes
resultados apontam para uma apresentagédo do linfoma cutaneo no Brasil diferente
quando comparado com o resto do mundo.

Em humanos, pesquisadores tém estudado como a localizagdo geografica
pode influenciar nas diferentes variantes e subtipos de linfoma cutédneo. Em algumas

regides do Japao, ilhas do Caribe, Africa central, Bahia e Rio de Janeiro, no Brasil, a
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infeccao por um virus linfotrépico predispée a uma leucemial/linfoma de células T do
adulto (com manifestagéo cutanea) (CORTEZ-FRANCO; QUIJANO-MORENO, 2009;
SO0 et al,, 2011). Na espécie canina ainda é desconhecido o papel de agentes
infecciosos na fisiopatogénica do cancer, fator ja pesquisado na espécie felina e
humana (WITHROW et al., 2013, SANCHES et al, 2006).

Os seis casos de LCE, apresentaram reduzido epiteliotropismo e o
caracteristico achado histolégico de microabscessos de Pautrier, que definem este
tipo de linfoma (MOORE; OLIVRY, 1994), sé foram observados em um caso. A
invasdo da derme e hipoderme foi comum, ocorréncia frequentemente relatada em
humanos (MIYASHIRO; SANCHES, 2015). A presenca de células de grande
tamanho foi constante (infiltrado de células grandes e medianas) comum nos
estados de ndodulo/tumor (FONTAINE et al., 2009). Na avaliagdo morfoldgica todas
as alteracbes observadas foram sugestivas da variante micose fungoide, todavia,
nao foram achadas lesdes sugestivas de reticulose pagetdide ou sindrome de
Sézary, condizente com a literatura que refere estas apresentagbes como raras e
consequentemente os relatos existentes sdo escassos (GROSS, et al., 2005;
MILLER et al., 2013).

A morfologia dos LCNE deste estudo, corresponde em varios aspectos com
as caracteristicas até hoje relatadas na espécie canina. Em nossa avaliagdo a
invasao do epitélio pelas células tumorais foi escassa e o infiltrado neoplasico na
periferia das glandulas anexas foi constante como referido na literatura veterinaria
(MOORE; OLIVRY, 1994, GROCSS, et al, 2005; MOORE et al., 2012). Nao foi
detectado o infiltrado inflamatdrio de eosindfilos e histiocitos, assim como a invaséo
de vasos frequentemente presente neste tipo de linfoma (MOORE et al., 2012).

Moore e Olivry (1994) mencionaram a dificuldade que existe em diferenciar
um LCNE com atrofia da epiderme de um LCE em estado avangado (nédulo/tumor)
com invasao da derme e/ou paniculo. Em nossos resultados a atrofia da epiderme
foi identificada em quatro casos, trés foram classificados como LCNE e um como
LCE, o que gerou discussédo entre patologistas consultados, uma vez que, em
estadios avangados da enfermidade, € impossivel determinar pela morfologia o
momento exato onde aconteceu a invaséo da epiderme (no LCE ocorre nos estadios

iniciais da doencga e no LCNE nos estadios finais).
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O indice mitético alto e médio foi caracteristica presente em 68% e 32% dos
casos, respectivamente. Esta particularidade esta associada a linfomas de células T
de alto grau de malignidade e comportamento agressivo, manifestando-se com
reduzido tempo de sobrevida (MILLER et al., 2013). Neste estudo, estatisticamente

nao foi observada uma correlagao positiva entre estas duas variaveis.

Caracterizagdo imunofenotipica

Nosso estudo foi desenvolvido com marcadores empregados na rotina
diagndstica humana com comprovada reatividade cruzada com antigenos de céo.
Ruiz et al. (2005) afirmam que, em medicina veterinaria, uma das limitacdes nas
pesquisas utilizando a técnica de imuno-histoquimica é a validagdo de anticorpos
produzidos para tecido humano, ou de outras espécies, mas que ao mesmo tempo
provejam alta sensibilidade e especificidade nos resultados.

Para imunotipificagdo dos linfomas cutdneos em cées, tem-se empregado os
marcadores CD79a, CD20, CD3, CD4, CD8, e os resultados tém permitido concluir
que o fendtipo mais frequente nesta espécie € CD3+/CD20-/CD4-/CD8+, que
corresponde ao fendtipo de células T citotéxico, frequentemente presente nesta
neoplasia (MOORE e OLIVRY, 1994; DAY, 1995, FONTAINE et al., 2009, MILLER et
al., 2013). No6s corroboramos este resultado em 76% dos casos. Um fendtipo misto
(CD4+/CD8+) foi encontrado em cinco pacientes, e estudos tém associado este
fendtipo a linfécitos dérmicos que provavelmente sejam uma populagdo mista de
linfécitos reativos (MAGNOL et al.,1996; FONTAINE et al., 2009).

Dois casos apresentaram a coexpressao de CD20+, CD3+, e isso € uma rara
condicdo com escassos relatos na medicina e medicina veterinaria. E considerado
fendtipo aberrante e a maioria dos casos relatados de células T CD20+, estdo
associados com linfomas de células T periféricas sem outra especificagao (LEE et
al., 2011).

Brachelente et al. (2016) observaram um caso de LCE (micose fungoide) em
um cao de 14 anos. A patogenia desta variante € ainda desconhecida e tem que ser
confirmado os rearranjos do gene da cadeia pesada da imunoglobulina e do receptor
das células -T, para se ter certeza que a variante é de origem T (LEE et al., 2011;
BRACHELENTE et al., 2016).
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O marcador de linfécitos ativados CD30 foi expresso em 40% dos casos. A
marcacgao dele é fundamental na medicina e € uma das principais caracteristicas
para classificar algumas variantes de linfoma cutaneo (linfoma cutédneo primario de
grande célula anaplasica e papulose linfomatéide) (LARA-TORRES e ORTIZ-
HIDALGO, 2009). Na medicina veterinaria um relato incomum em cinco caes com
linfoma cutaneo apresentou fenétipo CD3+/CD30+ e a invasao do infiltrado
neoplasico dérmico, pela morfologia os autores classificaram estas variantes como
linfoma cutaneo periférico e linfoma cutaneo primario de grande célula anaplasica
(BAHAL et al. 2016).

Em medicina, o marcador CD56 é expresso em subgrupo de linfécitos com
fungdes NK e subgrupo de linfocitos T ativados e esta presente em alguns tipos de
linfomas cutaneos periféricos de células T (BARRA et al., 2006). Na medicina
veterinaria ndo foram achados estudos que mostrem a expressao deste marcador
em caes com linfoma, no sangue periférico de cées sadios ja foram detectados
linfécitos T que expressaram CDS56+ (OTANI et al., 2002). Ponce et al.(2010)
também sugeriram realizar novas pesquisas em céaes para distinguir e diferenciar os
linfomas de células T, utilizando os marcadores CD56 e Granzima B. Nosso trabalho
€ pioneiro no emprego deste marcador para identificar sua expressdo em linfomas
cutaneos caninos.

As pesquisas na medicina referem perda da expressao do marcador CD7
(membrana das células T) durante a progressao da doencga. Isto € considerado
transformacgao no fendtipo da célula maligna e relacionado com tipos agressivos de
cancer e neoplasias de células NK, que também expressam este antigeno. Todas
elas estdo associadas com um progndstico ruim (BARRA et al., 2006; SANCHES, et
al., 2006), motivo pelo qual este marcador € incluido no procedimento diagndstico.
Na literatura veterinaria consultada e relacionada com linfomas cutaneos caninos
nao encontramos estudos empregando este marcador, ou pesquisas avaliando a
transformagéo no fenétipo celular das células malignas. A perda na expressao deste
marcador aconteceu em 80% dos cées deste estudo o que pode sugerir ou indicar
uma transformagédo no fenotipico da célula T. Para se afirmar isso € necessario
incluir em futuras pesquisas outros marcadores que avaliam a transformagédo das

células T (CD5, CD2), aléem de estudos moleculares (clonalidade e rearranjos de
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genes) que indiquem esta transformagéo, como sugerido por Wilkerson et al. (2005).
Estes autores adicionalmente afirmam que nos linfomas caninos nédo é possivel
determinar uma linhagem celular absoluta empregando um unico marcador.

Nesta pesquisa foi possivel observar marcacao positiva para Granzima B em
94% dos casos. Em humanos, o comportamento agressivo dos linfomas cutaneos é
avaliado pela expressao deste marcador nas células CD8 e NK (HAMEED et al.,
1991; SANCHES, et al.,, 2006). Acreditamos que este marcador pode ser um
indicador sensivel para avaliar a agressividade desta neoplasia em cées, que junto a
uma marcagao positiva de CD8 em 100% dos pacientes, determinaria um linfoma
cutaneo agressivo, principalmente de tipo nao epiteliotrépico. Nossos resultados séao
similares aos obtidos por Moore et al. (2012) o qual detectaram um fenoétipo similar
em cinco caes com LCNE (CD8+/Granzima B+).

O algoritmo diagndstico proposto por Soo et al. (2011) e modificado pelos
autores do estudo em tela, permitiu agrupar os resultados de imuno-histoquimica
obtido em cada paciente, em trés fendtipos bem distintos. Cada um deles esta
associado a diferentes variaveis, ou subtipos de linfoma cutdneos reconhecidos pela
WHO-EORTC (2005), com caracteristicas clinicas e morfologias especificas
(WILLEMZE et al., 2005).

Em humanos o fenétipo CD3+/CD8+/CD30-/CD56-/Granzima B+ e o fenétipo
CD3+/CD8+/CD30-/CD56+/Granzima B+ estao presentes em um grupo heterogéneo
de linfomas chamado: linfomas cutaneo de células T periféricas - ndo especificado
(LCTP-NS) representam todas as neoplasias de células T que ndao se encaixam em
nenhum dos subtipos bem definidos de linfoma ou leucemia de células T.

Em humanos o LCTP-NS se apresentam como nodulos/tumores
generalizados, ulcerados com necrose central, sendo comum o epiteliotropismo e
nao exclui as formas dérmicas e subcutaneas; as células neoplasicas podem ser
grandes, médias ou pequenas com um fenoétipo principalmente citotéxico (CD8+), na
maioria dos casos sao agressivos e o tempo de sobrevida é reduzido (SANCHES et
al., 2006; SOO et al., 2011). A descricdo anterior se enquadra as caracteristicas
morfolégicas, imunofenotipicas, assim como com o tempo de sobrevida de 60% dos
caes deste estudo.
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Na medicina o terceiro fendtipo CD3+/CD8+/CD30+/CD56+ ou
CD56-/Granzima B+, é encontrado frequentemente no linfoma cutédneo primario de
grande célula anaplasica (LCGA). Eles sdo caracterizados pela presenca de
nodulos/tumores solitarios, localizados principalmente no tronco e membros
toracicos, morfologicamente o infiltrado € nao epiteliotrépico e as células séao
anaplasicas; sua principal caracteristica é a marcacdo CD30+, CD4+ e
excepcionalmente CD8+ e a metade deles marcam proteinas citotéxicas (Granzima
B). Em humanos, o prognéstico, na maioria de casos, € bom (WILLEMZE et al.,
2005; SANCHES et al., 2006; CAMPBELL et al., 2010; SOO et al., 2011). Quando
comparamos estas caracteristicas com as encontradas nos restantes dos LC dos
caes que participaram deste estudo (40%), encontramos poucas semelhangas: nos
caes a anaplasia nao foi identificada, CD8+, Granzime B+, esteviveram presentes
em todos os LC e a agressividade, com reduzido tempo de sobrevida foi uma
constante. Por esta razao nao foi possivel estabelecer uma semelhanga entre a
variante de LCGA humana com o fenétipo canino encontrado, a nédo ser pela
positividade de CD30.

Interessante observar que os caes deste estudo apresentaram uma evolugao
diversa, vindo a ébito em uma media de 28 dias, muito embora tenham apresentado
diversos imunofendtipos. Isto demonstra que a evolugéo clinica do LC nos cées é
muito mais grave que em humanos e que existem outros fatores de agressividade
que ainda nao foram elucidados na espécie canina, caracteristicas meio ambientais,
presenca de agentes infecciosos e o papel de co morbilidades, tem que ser
pesquisadas.

Ampliar o numero de marcadores celulares pode melhorar a acuracia dos
resultados deste estudo. Em humanos existem variantes raras que requerem uma
grande variedade de marcadores celulares, em casos onde o comportamento e a
evolugdo nao correspondem com as variantes comumente postuladas na literatura
(SANCHES et al., 2006; SOO et al., 2011).

Conclusoes

Analisando os resultados deste estudo foi possivel concluir que:
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Linfoma cutaneo nao epiteliotrépica predomina entre os caes, diferentemente
dos humanos;

O imunofendtipo dominante entre os caes foi o de LC do tipo CD8+, com
marcada expressao de granulos citotoxicos, similar as formas agressivas do linfoma
cutdneo de humanos;

Porcentagem inferior a 50% dos LC de caes foram CD30+, que nos humanos
identifica os linfomas cutaneos de grandes células T, sem contudo mostrarem
semelhangas clinicas e patoldgicas entre as duas espécies;

Ha uma semelhancga entre os LC de caes com o linfoma cutineo de células T
nao especificado, descrito em humanos;

Nao houve correlagéo entre a morfologia e fenétipo dos LC em cées com a

sobrevida.
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CAPITULO 4 - PROTEINOGRAMA SERICO DE CAES COM LINFOMA CUTANEO

Resumo

Foram comparadas as concentragdes seroproteicas de cades com linfoma
cutaneo (n=26) e de caes sadios (n=15), utilizando a técnica de eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Os caes com
linfoma cutaneo quando comparados com os caes sadios, apresentaram elevagao
significativa (P<0,05) nas concentracdes de IgG (Cadeias pesada e leve) e de uma
proteina de PM34000 Daltons; redugéao significativa (P<0,05) nas concentragdes de
albumina, transferrina, alfa-1 Glicoproteina Acida (GPA) e de uma proteina PM
23000 Daltons. Nao foram observadas significancias nas concentracdes séricas de
IgA, haptogloblina, ceruloplasmina, alfa-1 antitripsina (AAT), entre ambos os grupos
(P>0,05). Nos caes doentes foi encontrada associagdo positiva entre o tempo de
sobrevida e as concentracbes baixas das proteinas albumina e transferrina. A
hipergamaglobulinemia monoclonal (IgG) sugere uma estimulagdo antigénica cronica
no momento da avaliagdo dos pacientes. Albumina e Transferrina sao proteinas de
fase aguda com comportamento negativo, que podem influenciar no prognéstico de

caes com linfoma cutaneo.

Palavras chaves.

Proteinas, Eletroforese, cancer, citocinas, caninos.
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CHAPTER 4 - SERUM PROTEIN PROFILE OF DOGS WITH CUTANEOUS
LYMPHOMA

Abstract

Seroprotein concentrations of dogs with cutaneous lymphoma (n = 26) and
healthy dogs (n = 15) were compared using sodium dodecyl sulfate-containing
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Dogs with cutaneous lymphoma
when compared to healthy had a significant increase (P <0.05) in the concentrations
of immunoglobulin G (IgG) and PM 34000 Daltons protein, a significant reduction (P
<0.05) in the concentrations of albumin, Transferrin, alpha-1 acid glycoprotein (GPA)
and the PM 23000 Daltons protein. Significance was not observed in the serum
concentrations of IgA, haptogloblin, ceruloplasmin, alpha-1 antitrypsin (AAT) in both
groups (P> 0.05). Positive association between survival time and low concentrations
of albumin and transferrin proteins was found in diseased dogs. Monoclonal
hypergammaglobulinemia (IgG) suggests chronic antigenic stimulation at the time of
patient evaluation. Albumin and transferrin are acute phase proteins with negative

behavior that may influence the prognosis of dogs with cutaneous lymphoma.

Keywords.

Proteins, Electrophoresis, Cancer, Cytokines, Canine.
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Introducgao

As proteinas sao biomoléculas formadas de sequéncias de aminoacidos
unidos através de ligagdes peptidicas, com grande variedade estrutural e complexas
fungdes bioldgicas. Varias doencas levam a alteragdes proteicas de tipo quantitativo
ou qualitativo no sangue, urina, liquido cefalorraquidiano e outros fluidos bioldgicos
(BARRERO; MASGRAU, 2001).

A concentracdo sérica das proteinas ndo é afetada somente pelo balanco
entre sintese e degradacéo, pois na enfermidade as proteinas sdo fundamentais na
primeira reagao imunolégica do corpo frente a injuria, a qual € inespecifica e precede
as reagdes imunes especificas (QUEIROZ et al., 2016).

Dentre das respostas inespecificas, a resposta de fase aguda (RFA) é
considerada uma importante reagdo organica a disturbios homeostaticos locais ou
sistémicos, causados pela infecgdo, dano tecidual, trauma, cirurgias, desordens
imunolégicos ou neoplasias (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001). Esta RFA é
caracterizada pela liberagédo de citocinas pro inflamatérias (IL-1, IL-6, TNF) no local
da injuria, as quais migram até o figado onde sera feita a sintese de proteinas de
fase aguda (PFA) (CERON et al., 2005). As PFA podem ser classificadas de acordo
com sua variagao quantitativa nas concentracbes séricas, pela sua elevacao (PFA
positivas) ou diminuicdo (PFA negativas). Proteina C-reativa (PCR), amiloide A-
sérica (AAS), haptoglobina, alfa-1 Glicoproteina Acida (GPA), alpha-1 antitripsina
(AAT) e ceruloplasmina, sdo exemplos de PFA positivas. Albumina e transferrina séo
PFA negativas (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001; ECKERSALL, 2008; QUEIROZ et
al., 2016).

Outro grupo de proteinas presentes nas respostas imunes especifica sdo as
imunoglobulinas que apresentam elevagdo de suas concentragbes em alguns
processos inflamatérios crénicos ou em neoplasmas de origem linféide
(plasmocitomas, linfomas e leucemia linfocitica, entre outros) (OLIVEIRA et al.,
2013).

Existem varios métodos para a deteccdao destas proteinas, as quais
apresentam diversos graus de sensibilidade e especificidade. Alguns destes
métodos sdo: ELISA, radioimunoensaio, nefelometria, imunoturbidimetria, western
blot, analise de RNA (GRUYS et al.,2005; QUEIROZ et al., 2016), entre outros. Uma
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técnica padrao para identificagdo e quantificagédo de proteinas é a eletroforese, que
permite a separagao das proteinas em géis de agarose ou poliacrilamida, de acordo
com sua carga elétrica e peso molecular. E uma técnica que auxilia o clinico a ter
uma visdo global da composicdo e homeostase das proteinas do paciente, além
disso, permite identificar aqueles pacientes que requerem uma quantificacdo mais
especifica por técnicas mais sensiveis, como por exemplo, a espectrofotometria de
massas (CAMPUZANO-MAYA, 2006).

As proteinas séricas citadas sao pesquisadas em varias espécies animais por
meio da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE) (MUNHOZ et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2014; SIMPLICIO et
al., 2015). Em caes com cancer, Calazans et al. (2009) compararam o perfil das PFA
em soro de caes sadios e com linfoma multicéntrico, detectando uma elevacao da
ceruloplasmina e haptoglobina, assim como uma diminuigdo na albumina, nos caes
com linfoma. Viera et al. em 2010, avaliaram o comportamento das PFA no momento
do diagnéstico e ao longo do tratamento quimioterapico de caes com linfoma
multicéntrico. No momento do diagndstico, os cades apresentaram concentragdes
elevadas de GPA e transferrina e diminuicao de AAT, quando comparados com caes
sadios. Além disto, os niveis elevados de transferrina se mantiveram ao longo do
tratamento quimioterapico. Battisti et al. (2013) avaliaram as PFAs em cadelas com
neoplasia mamaria, detectando concentragbes da haptoglobina elevadas e de
albumina diminuidas nas cadelas com tumores ulcerados, quando comparadas com
o grupo controle. Semelhantemente, Tecles et al. (2009), empregando diferente
metodologia pesquisaram PFAs em cadelas com tumores mamarios (kits comerciais
para albumina, haptoglobina, PCR e AAS), e também detectaram concentragbes
diminuidas de albumina e elevadas de haptoglobina, AAS, PCR nas cadelas com
tumor em estadio avangado (metastases, tumores ulcerados e maiores de 5cm),
quando comparadas com o grupo controle. Estudos utilizando kits comerciais, como
o desenvolvido por WINKEL et al. (2015) avaliaram em gatos com linfoma, as
concentracdes séricas, de GPA (imunoradiodifusdo radial) e AAS (imunoensaio
sandwich de fase solida), no momento do diagnéstico e em varios momentos ao

longo do tratamento. Seus resultados detectaram diferengas significativas com o
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grupo controle (felinos sadios) e diminuigdo nas concentragdes destas PFA durante
a remisséo, demostrando a utilidade clinica destes marcadores.

O linfoma é uma neoplasia que pode ter uma apresentagéo anatémica variada
e cada uma delas é acompanhada de alteragdes clinicas e fisiopatolégicas que as
diferencia das outras. A forma cutanea do linfoma é caracterizada por lesdes na pele
(eritrodermia, manchas, placas e nddulos/tumores). Na pele, o tropismo das células
neoplasicas também pode apresentar variabilidade, gerando a forma epiteliotropica
e a forma né&o epiteliotrépica. A variante cutanea do linfoma esta associada com
prognéstico desfavoravel, tendo em vista a resposta desfavoravel aos agentes
quimioterapicos com consequente reduzido tempo de sobrevida (FONTAINE et al.,
2009; MILLER et al., 2013; WITHROW et al., 2013).

Na literatura consultada ndo ha dados sobre o comportamento destas
proteinas em caes com linfoma cutaneo. Entre 2013 e 2016 no Hospital Veterinario
da Unesp campus de Jaboticabal (HV/Unesp/Jaboticabal) foram armazenados 26
aliquotas de soros sanguineos de caes com linfoma cutaneo e cées sadios com o
objetivo de comparar as concentragdes séricas das proteinas entre ambos os
grupos, além de pesquisar a relagcado entre as proteinas séricas dos caes doentes

com o progndéstico.

Material e métodos

O referido estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp, Campus de
Jaboticabal (Protocolo n°® 10.339/16). Soro de 41 caes sem predilegcao de raga, sexo
ou idade foram analisados pela técnica SDS-PAGE. Foram constituidos dois grupos
experimentais, a saber: grupo estudo - foi constituido por 26 caes que apresentavam
lesbes cuténeas (placas, nddulos/tumores), que apds biopsia incisional e exame
histopatolégico receberam o diagnéstico de linfoma cuténeo (quinze machos e onze
fémeas) e grupo controle - foi formado por 15 caes sadios (oito machos e sete
fémeas).

De todos os caes foram coletadas amostras de sangue (8-10 mL) por
venopuncgao jugular apos prévia desinfecgao local, e as amostras individualmente

distribuidas em tubos especificos sem a presenga de anticoagulante. Apdés 30
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minutos, e uma vez formados os coagulos procedeu-se a centrifugacao a 3000/RPM
durante cinco minutos. A seguir, os soros foram individualmente armazenados em
criotubos de 1,5 mL e mantidos a -70°C até as analises.

As concentracbes de proteinas totais do soro foram determinadas pelo
método de Biureto, com um kit comercial (LabQuest®) e leitura em analisador de
fotometria automatico.

O proteinograma foi obtido por fracionamento eletroforético em sistema
vertical pela técnica SDS-PAGE, segundo método descrito por Laemmli (1970). Para
tanto, as amostras de soro sanguineo foram diluidas em tampé&o fosfato (30 yL PBS)
e gel mix (20 uL). A seguir, as amostras foram aquecidas sobre vapor de agua em
ebulicdo durante 10 minutos. Uma fragdo de 5uL desta mistura foi depositada no
fosso do gel contido em uma placa que foi colocada em suporte apropriado, em
contato com a solucdo tampao de pH 6,5 e submetida a corrente elétrica de 50 mA,
em fonte apropriada. Terminada a separagao, o gel foi corado durante 60 minutos
em solugdo de azul de Comassie 0,2% e, em seguida, descolorido em solugdo de
acido acético glacial a 7%, até que as fragdes se apresentassem nitidas. Os pesos
moleculares e as concentragdes das fragdes proteicas foram determinados mediante
leitura em densitdmetro computadorizado (Densitdmetro Shimatzu CS-9301 — Téquio
— Japéo), e as concentragdes obtidas por calculos manuais (Naoum, 1999). Para a
identificagcdo das proteinas no gel, foram utilizados 10 marcadores de pesos
moleculares que variavam de 20 a 200 kDa, além das proteinas purificadas
ceruloplasmina, transferrina, a1-antitripsina, IgG e haptoglobina.

Para determinar se as concentragdes das fragdes proteicas diferiram
significativamente entre o grupo-estudo e o grupo-controle, os dados foram
inicialmente submetidos a prova de normalidade (Shapiro-Wilk), a fim de escolher o
melhor teste para analisar as variaveis com ou sem distribuicdo normal. Os dados
que apresentaram distribuicdo paramétrica ou normal, foram submetidos a Analise
de Variancia (ANOVA) pelo Teste F (p<0,05) e os de distribuicdo ndo paramétrica,
foram analisados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.

Nos caes doentes a sobrevida foi obtida pelo teste de Kaplan Meier com um
intervalo de confianga de 95% utilizando o software GraphPadPrism versdo 5.

Finalmente foi determinado o grau de associacéao linear entre os niveis de proteinas
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dos caes doentes e o tempo de sobrevida calculando o coeficiente de correlagao de
Pearson (.R>0.5 correlagdo média), e com os resultados obter uma regressao linear
identificando o coeficiente de determinagéo (R2) do modelo.

As analises foram feitas pelo programa SPSS Statistics, no Departamento de

Ciéncias Exatas da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal, SP.

Resultados

Concentragao das fragdes proteicas do grupo-estudo e do grupo-controle

Caes com linfoma cutaneo apresentaram as concentracées de proteinas
plasmaticas totais de 8,4g/dL+2,0 sem diferenga significativa quando comparadas
com o grupo controle 7,83g/dL+1,21.

O fracionamento proteico obtido no gel de poliacrilamida permitiu a
identificacdo de 29 bandas proteicas (com uma variagao de 27 a 31 bandas), tanto
nos caes do grupo estudo e grupo controle. Foram detectadas as PFAs positivas
(ceruloplasmina, AAT, haptoglobina, GPA), as PFAs negativas (transferrina,
albumina), as imunoglobulinas (IgA, IgG cadeia pesada e leve) e duas proteinas de
nome desconhecido de PM 23000 e PM 34000 daltons, que apresentaram
diferengas significativas entre os grupos (Tabela 1).

Os caes com linfoma cutaneo apresentaram concentracdes elevadas e
significativas (P < 0,05) de IgG (cadeia pesada e leve) e da proteina de PM34000 D
(Tabela 1)(Figura 1), quando comparados aos caes sadios. Neste mesmo grupo
também diminuiram significativamente (P < 0,05) as concentragdes da GPA, da
proteina de PM 23000 D., albumina e transferrina (PFAs negativas), quando
comparadas com os caes sadios (Tabela 1)(Figura 2).

As médias de IgA, ceruloplasmina, AAT e haptoglobina, ndo diferiram entre os

grupos (Tabela 1) (Figura 3).

Tabela 1. Médias, desvios-padrdao e valor de P, das concentragées de proteinas
séricas (mg/dL) de caes com linfoma cutaneo e caes sadios, obtidas pela
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técnica SDS-PAGE. Letras minusculas iguais na mesma linha nao diferem

entre si.

Proteina Cées Doentes(n=26) Cées sadios(n=15) P <0,05
IgA 33,82 + 16,71 32,36 £ 13,48 NS
Ceruloplasmina 84,80 +41,88 103,66 + 44,06 NS
Transferrina 239,26 + 90,50° 334,87 +72,73° 0,001
Albumina 3371,44 + 691,947 4347,88 + 552,08° 0,00003
a1-Antitripsina 132,00 + 126,54 110,99 + 29,19 NS
1gG cadeia pesada 2115,18 + 1043,03° 1084,96 + 440,50° 0,001
Haptoglobina 21,22+ 11,88 14,72 + 7,50 NS
a1-Glicoproteina acida 19,60 + 22,45° 26,97 + 18,34° 0,03
PM 34000 Daltons 246,16 + 161,24°% 112,27 + 78,40° 0,005
IgG cadeia leve 933,92 + 543,49° 418,49 + 161,33° 0,001
PM 23000 Daltons 366,91 + 147,74° 607,59 + 164,49° 0,00002
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Figura 1: Concentragbes de proteinas séricas de caes com linfoma cutaneo (doentes),
comparado com o grupo controle (sadios). IgG (cadeia pesada) (A),IgG (cadeia
leve) (B) e PM 34000 Daltons (C). Teste F e Teste de Kolmogorov-Smirnov.
Significancia P < 0,05
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Figura 2: Concentragdes proteinas séricas de cdes com linfoma cutdneo (doentes),
comparado com o grupo controle (sadios), da Albumina (A), transferrina (B), GPA
(C) e PM 23000 Daltons (D). Teste F e Teste de Kolmogorov-Smirnov. Significancia

(P < 0,05).
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Figura 3: Concentragbes de proteinas séricas IgA (A), haptoglobina (B), ceruloplasmina (C),
AAT (D) de caes com linfoma cutaneo (doentes) e grupo controle (sadios), que néo
apresentaram diferenca significativa. Teste F e Teste de Kolmogorov-Smirnov.

Correlagdo PFA vs. tempo de sobrevivéncia
A média de sobrevida dos 26 animais com LC foi de 28 dias, representada

pela curva de Kaplan-Meier (Figura 4).
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Figura 4: Curva de Kaplan Meier para a probabilidade de sobrevida em fungao do tempo de
sobrevida (dias) dos cdes com linfoma cutdneo, em vermelho o intervalo de
confianca 95%.

Nos caes doentes foi observada associacao linear entre as concentracoes
diminuidas de transferrina e albumina com o tempo de sobrevida, identificando-se
correlagdo positiva e significativa superior a 0.50 com coeficiente de determinagéo
(R2) superior a 0.24 (Tabela 2 e Figura 5).

Tabela 2. Associagao linear entre as variaveis albumina e transferrina, com o tempo
de sobrevida. Correlagido de Pearson superior (.R>0.5 ), significancia
bilateral (P <0.05).

Albumina / Sobrevida Transferrina/ Sobrevida

Correlagao de Pearson /R 0,496a* 0,511a*
Sig. (Bilateral) 0,01 0,008
R quadrado 0,246 0,261

a Variavel preditora. * A correlagdo é significativa ao nivel 0,05 (bilateral).
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Figura 5: Correlagao entre as concentragdes das PFA (Transferrina e Albumina) vs. tempo
de sobrevida em dias, dos 26 cdes com linfoma cuténeo. A. Transferrina / Tempo de
sobrevida (n=26; R2=0,261; P <0,05). B. Albumina / Tempo de sobrevida (n=26;
R2=0,246; P <0,05).

Discussao

O linfoma cutdaneo em humanos € uma neoplasia que apresenta muitas
variantes, algumas delas com comportamento indolente e tempo de sobrevida longo;
outras agressivas de prognostico desfavoravel (MILLER et al. 2013, SANCHES et al.
2015). Nos caes esta entidade é rara, pouco estudada e se desconhecem muitos
aspectos relacionados com sua patogenia.

Em humanos com micose fungdide, uma variante indolente e frequente de
linfoma cutaneo, ja foi demonstrada uma reagéao inflamatdria clara, com elevagéo de
citocinas proé-inflamatoérias e de PFA (PAWLACZYK e SOBIESKA, 2006). Alguns
autores sugerem que as concentragdes destas moléculas variam muito durante a
progressao da doenga. Ja foi demonstrado que nos estadios inicias e finais da
doenca a intensidade da reacdo de fase aguda € muito maior, quando comparada
com os estadios intermediarios, ou de progresséo da doenca (PAWLACZYK et al.,
2001). Nos caes deste estudo, a evolugdo da doenca foi rapida e estes
apresentaram um tempo de sobrevida muito reduzido, por quanto se supunha que
se encontrariam variagbes significativas nas concentragdes destas proteinas no
grupo de caes doentes.

Pela técnica PAGE-SDS, albumina e transferrina foram as unicas PFA que
apresentaram variagdes significantes entre grupos (doentes e sadios) e também

uma associagao significativa com o tempo de sobrevida no grupo de caes doentes.
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Na RFA estas duas proteinas (consideradas as principais PFA negativas no cao)
(CERON et al.,, 2005) apresentam diminuicdo nas suas concentragoes.
Coincidentemente, niveis baixos de albumina foram apresentados por Calazans et
al. (2008) em caes com linfoma nodal e por Battista et al. (2013) em cadelas com
cancer de mama, empregando a mesma técnica do nosso estudo.

Ceron et al. (2005) referem como a Transferrina apresenta valores diminuidos
em caes com RFA. Na espécie canina esta proteina é utilizada, principalmente, para
avaliar o metabolismo e homeostase do ferro (SMITH et al.,, 1997; BRAUN et al.,
2001; CERON et al., 2005). Outras pesquisas avaliando a transferrina na espécie
canina mostraram resultados opostos aos encontrados no presente estudo. Niveis
elevados de transferrina foram encontrados por Munhoz et al. (2012), em caes que
apresentaram RFA apds infecgao experimental com Ehrlichia canis. Assim como
Viera et al. (2010), também observaram elevagao significativa em caes com linfoma
nodal.

Neste estudo, os caes que apresentaram os niveis mais baixos de transferrina
(35% dos casos) e de albumina (31% dos casos), notadamente apresentaram o
tempo de sobrevida reduzido (< 20 dias), como pode ser observado na Figuras 5. A
transferrina é considerada um marcador biolégico muito mais sensivel quanto
comparado com a albumina. A transferrina apresenta vida média curta e suas
reservas no organismo sao reduzidas, sendo assim, as variagdes nas suas
concentragdes tem maior valor diagnostico e prognostico. Por sua vez, a albumina,
ao contrario tém vida longa e grandes reservas no organismo e suas variagdes
dependem de multiplas alteragdes organicas (DONATO, 2009).

A GPA apresentou diminuigdo significativa nos caes com linfoma cutaneo
quando comparados com os cdes do grupo controle. A literatura na medicina
veterinaria tem demonstrado niveis altos desta proteina em infeccbes e céancer
(VIERA et al., 2010; MUNHOZ et al., 2012; WINKEL et al., 2015). Nossos resultados
sao aparentemente contraditérios devido as concentracdes diminuidas desta PFA,
ou podem sugerir que no momento da coleta, os caes doentes ndo apresentavam o
suficiente estimulo pro-inflamatério para influenciar a elevacdo das concentracdes
desta proteina, como explicado por Ceron et al. (2005). Outro fato que pode apoiar

esta hipotese foi o comportamento das outras PFA positivas pesquisadas neste



79

estudo (haptoglobulina, ceruloplasmina e AAT), as quais nao apresentaram
alteracdes com significativas. E relevante ressaltar que um cdo apresentou uma
concentragao elevada da GPA (5,2 vezes acima da média. Figura 2. C) e outro cédo
apresentou uma concentracao elevada da AAT (5,4 vezes acima da média. Figura 3.
D), evidenciando provavelmente uma RFA nestes caes.

Elevagdo significativa nas concentragbes de IgG dos cées doentes foi
detectada neste estudo, condizente com pesquisas que avaliaram a resposta
humoral em pacientes humanos acometidos por linfoma cutadneo e encontraram
hipergamaglobulinemia. Talpur et al. (2002) sugerem a produgédo de uma substancia
chamada “fator soluvel” que induz a ativagdo das células B normais e posterior
elevacao da IgG. Nossos resultados ndo permitem afirmar que esta seja a causa.
Nés sugerimos que a raz&o desta elevagéo, seja um estimulo antigénico persistente
pela doenca que estimula a ativacdo das células B. Um aspecto a elucidar em
futuras pesquisas é a fungao desta IgG nos caes com linfoma cutédneo, o seu papel
protetor, ou pelo contrario de autoimunidade.

Duas proteinas de nome desconhecido identificadas pelo seu peso molecular
como PM34000 Dalton e PM23000 Dalton apresentaram diferencas significativas
entre os dois grupos. Pesquisas utilizando a técnica SDS-PAGE também
identificaram proteinas com os mesmos pesos moleculares em caes com linfoma
multicéntrico (CALAZANS et al.,, 2009; VIERA et al., 2010). Isto remonta a
necessidade de identificacdo e funcionalidade que necessitam ser esclarecidas
podendo se perfilar como fatores progndésticos em novos trabalhos.

Limitantes do nosso estudo foram as particularidades que cada tumor tinha
com seu hospedeiro, tendo em vista caracteristicas histolégicas, onde encontramos
tumores difusos, outros nodulares, necrose, atrofia da epiderme, entre outras na
avaliagao inicial dos pacientes e no momento da mensuracdo das PFA. Estas
variacbes podem ter interferido nas suas concentragdes. Assim como ter feito uma
unica dosagem das PFA, de forma que a dindmica e cinética nas concentragdes
destas n&o foi analisada.
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Conclusao

Nos cées deste estudo podemos concluir que:

Reducao da Albumina e transferrina podem ser associadas a diminuigdo no
tempo de sobrevida;

A deteccao de altos niveis de IgG sugerem que o linfoma cutdneo em caes
cause estimulo da resposta humoral.

Os valores normais das PFA (ceruloplasmina, haptoglobulina e AAT) somado
a uma incomum e significativa diminuicdo na concentracdo de GPA, sugere que o
linfoma cutaneo em caes nao produza a RFA, ou que ela possa acontecer antes de

0s animais manifestarem a doenca clinica.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Na atualidade, é possivel constatar a dificuldade do oncologista para
promover o estadiamento do linfoma cutaneo canino, pois o sistema de classificagao
preconizado e recomendado pela OMS foi desenvolvido para a forma multicéntrica
da doenca. Dessa forma, com o intuito de favorecer e facilitar a avaliacdo da
enfermidade nos pacientes, as pesquisas futuras devem dedicar especial atencao a
investigacdo dos linfonodos sentinelas por meio dos exames citolégico e
histopatolégico (biopsia incisional ou excisional), assim como da medula 6ssea pelo
mielograma. A associagao e a correta interpretacdo dos resultados obtidos a partir
de tais exames podem facilitar na compreensao mais fidedigna da evolugdo da
doenca. E possivel, entdo, diferenciar o linfoma cutaneo primario que, em estadios
avancados podem invadir e comprometer a medula dssea, do linfoma multicéntrico

que pode acometer a pele do paciente de forma secundaria.

Em humanos, a classificagdo do linfoma cutdneo ¢é definida pelas
caracteristicas clinicas, histopatoldgicas, imunofenotipicas e moleculares. A
importancia disso remete-se as informagdes preditivas e progndsticas obtidas, o que
favorece um planejamento terapéutico personalizado, visando maior tempo livre de
doenca e sobrevida dos pacientes. Na literatura académica veterinaria, constata-se
que os estudos no linfoma cutdneo em cées sao preliminares e conflitantes. A falta
de padronizagdo do grupo experimental, bem como do numero amostral geram
resultados variados, o que dificulta o julgamento e a comparagao desses dados.
Outro agravante € o emprego de anticorpos humanos para a imunomarcagao das
neoplasias caninas. Para gerar resultados corretos, ha a necessidade da

comprovacao da imunorreatividade no tecido a ser testado.

Entretanto, ndo se pode negar a relevancia da busca de marcadores
moleculares que possam caracterizar o fenétipo das células neoplasicas do linfoma
cutdneo canino. Com o aprofundamento das pesquisas, no futuro, talvez seja
possivel estabelecer uma classificagdo capaz de predizer o progndéstico mais
fidedigno dos linfomas cutaneos epiteliotropicos e nao epiteliotrépicos. Sobretudo,
desenvolver farmacos capazes de alterar o curso da doenca, controlar de forma

mais efetiva esse cancer e aumentar a sobrevida com qualidade de vida. Por isso,
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estudos nessa tematica sdo imprescindiveis, pois ainda estamos muito incipientes

no assunto.
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Exclude myeloid/dendritic cell neoplasm

MPO, CD117, lysozyme, CD68, CD163, CD123, Bellla

T-cell phenotype

Positive for CD2, CD3, CDS, CD7

Negative for CD19, CD20, CD79a, PAXS

|
| |

Immature lymphoma Mature NK or T cell lymphomas
Blastoid morphology Condensed or vesicular chromatin
Positive for TdT, CD34, CD99, CD1a, CD10 Lacks TdT, CD34, CD99,CDla, CD10

‘ T-Lymphoblastic lymphoma |

CD30+ cD30-
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Abordagem algoritmica para o diagnéstico de neoplasias de células NK e T Proposto por SOO
et al 2011. ALCL, linfoma anaplasico de grandes células; AITL, linfoma de células T
angioimunoblasticas; ATLL, leucemia / linfoma de células T adultas; EATL, linfomas de células T
associadas com enteropatia; EBV, virus de Epstein-Barr; PTCL, NOS, linfoma de células T periférico,
nao especificado de outro modo; LPD, disturbio linfoproliferativo; MF, micosis fungoide; SPTCL,
linfoma de células T semelhante a paniculite subcutanea; SS, sindrome de Se'zary; T-PLL, leucemia
de células T prolymphocytic.



APENDICE 1 — Resumo dos achados de morfologia encontrados nos 25 casos de linfoma cutaneo canino

Identificagé@o Distribuicéo Tropismo do Infiltrado Caracteristicas Celulares Anexos indice Outros
neoplasico Mitético i
1 Difusa Derme Grande (Blastos) Infiltrado Peri-anexos Médio Ulcera, Necroses
2 Difusa Derme, Hipoderme Grande e Médio (Lin.GranularGran.) Infiltrado Peri-anexos Médio Necroses
3 Difusa Epiderme, Derme e Hipoderme Grande (Cerebriforme grande) Infiltrado Peri-anexos Alto Acantoses
4 Difusa/Nodular Derme profunda, Hipoderme Grande (Blastos) Normais Alto Necroses, Ulcera
5 Difusa Epiderme, Derme superficial Médio (Lin.GranularGran.) Infiltrado Peri-anexos Alto Ulcera, Necroses,Pautrier
6 Nodular Derme profunda, Hipoderme Grande e Médio (Lin.GranularGran.) Infiltrado Peri-anexos Médio Necroses focal, Ulcera.
7 Difusa Derme, Hipoderme focal. Médio, Grande (Cerebriforme grande) Infiltrado Peri-anexos Alto Necroses focal
8 Nodular Derme, Hipoderme. Pequena (Monocitoide) Infiltrado Peri-anexos Alto Atrofia epiderme.
9 Difusa/Nodular Derme, Hipoderme. Grande (Blastos) Infiltrado Peri-anexos Alto -
10 Difusa/Nodular Derme, Hipoderme. Grande (Cerebriforme grande) Infiltrado Peri-anexos Médio -
11 Difusa/Nodular Derme, Hipoderme. Médio ((Lin.GranularGran.) Infiltrado Peri-anexos Médio -
12 Difusa Epiderme, Derme e Hipoderme Grande (Cerebriforme grande) Infiltrado Peri-anexos Alto Hemorragia der. Necroses foc.
13 Difusa/Nodular Derme profunda e Hipoderme Grande (Blastos) Normais Alto Edema
14 Difuso Derme, Hipoderme, Muscular. Grande (Blastos) Infiltrado Peri-anexos Alto Hemorragia der. Ulcera. Necro
15 Difusa/Nodular Derme, Hipoderme. Médio (Lin.GranularGrad.) Grad. (Blastos) Infiltrado Peri-anexos Alto Necroses. Ulcera
16 Nodular Hipoderme, Muscular. Grande (Blastos) Normais Alto Necroses. Hemorragia hipode.
17 Difusa Epiderme. Derme. Grande (Blastos) Infiltrado Peri-anexos Médio Necroses Focal
18 Difusa Derme, Hipoderme Grande (Cerebriforme grande) Infiltrado Peri-anexos Alto Necroses Focal
19 Difusa Derme, Hipoderme Grande (Cerebriforme grande) Infiltrado Peri-anexos Alto Ulcera. Neovascular.
20 Difusa/Nodular Epiderme, Derme e Hipoderme Pequena (Monocitoide) Infiltrado Peri-anexos Médio Atrofia Epiderme.
21 Difusa/Nodular Derme, Hipoderme Grande (Cerebriforme grande) Infiltrado Peri-anexos Alto Necroses, Atrofia Epiderme
22 Difusa Derme, Hipoderme, Muscular Médio, Grande (Blastos) Infiltrado Peri-anexos Alto Necroses focal.
23 Difusa Epi., Derme, Hipod, Muscular Médio, Grande (Blastos) Infiltrado Peri-anexos Alto Necroses focal.
24 Difusa Derme, Hipoderme, Muscular. Pequena (Monocitoide) Infiltrado Peri-anexos Médio Ulcera. Atrofia epiderme.
25 Difusa Derme, Hipoderme, Muscular. Grande (Blastos) Infiltrado Peri-anexos Alto Necrose, hemorragia (Hipod.)

L8



